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d e s c r i p t i o n  o f  t h e  b o v i n e  g e n o m e .  T h i s  i s  f o l l o w e d  b y  a  d e s c r i p t i o n  c "  • h -
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D N A s  w o u l d  r e a s s o c i a t e  m u c h  s l o w e r  d u e  t o  t h e i r  l a r g e  g e n o m e  s i z e .  T h e  
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s e q u e n c e s  b e i n g  u n i q u e ,  t h e r e  w e r e  m u l t i p l e  c o p i e s  o f  c e r t a i n  s e q u e n c e s .  
A  s t u d y  w a s  t h e n  u n d e r t a k e n  t o  s e e  i f  a n y  o f  t h i s  r e p e t i t i o u s  D N A  c o u l d  b e  
f o u n d  i n  o t h e r  a n i m a l  g e n o m e s .  M i c h a e l  W a r i n g  a n d  R o y  J .  B r i t t e n  ( 1 9 6 6 )  
s h o w e d  t h a t  m o u s e  s a t e l l i t e  D N A  r e a s s o c i a t e d  y e r y  r a p i u l ; -  i n d  
o n e  t e n t h  o f  t h e  D N A  i n  t h e  m o u s e  g e n o m e .  T h e y  a l s o  t r i e d  r e a s s o c i a t  I n ç  
m o u s e  m a i n  b a n d  D N A  a n d  s h o w e d  t h a t  i t ,  t o o ,  c o n t a i n e d  s e q u e n c e s  w r ,  i c r .  
r e p e a t e d .  
O n e  o f  t h e  m o s t  i n t e n s e l y  s t u d i e d  D N A s  i n  t h e  1 9 6 0 s  w a s  t h a t  o - f  t h e  
b o v i n e .  T h i s  D N A  w a s  o b t a i n e d  f r o m  c a l f  t h y m u s  g l a n d s  w h i c h  a r e  r i c h  i n  
D N A  a n d  r e a d i l y  a v a i l a b l e  f r o m  m e a t  p a c k i n g  p l a n t s .  W h e n  c a l f  t h y m u s  D N A  
w a s  r e a s s o c i a t e d ,  i t  w a s  s h o w n  t o  c o n t a i n  t w o  f r a c t i o n s  w h i c h  r e a s s o c i a t e d  
a t  d i f f e r e n t  r a t e s  ( B r i t t e n  a n d  S m i t h ,  1 9 7 1 ;  B r i t t e n  a n d  K o h n e ,  1 9 6 8 ) ,  
T h e  f a s t e r  r e a s s o c i a t i n g  b o v i n e  D N A  r e p r e s e n t e d  a b o u t  4 0 %  o f  t h e  g e n o m e  
a n d  r e a s s o c i a t e d  a b o u t  6 0 , 0 0 0  t i m e s  f a s t e r  t h a n  t h e  r e s t  o f  t h e  D N A  
( B r i t t e n  a n d  K o h n e ,  1 9 6 8 ) .  B r i t t e n  a n d  K o h n e  ( 1 9 6 8 )  a l s o  s h o w e d  t h a t  
r e p e a t e d  D N A  s e q u e n c e s  a r e  p r e s e n t  i n  a  d i v e r s i t y  o f  o r g a n i s m s  i n c l u d i n g  
p r o t o z o a n s ,  m a m m a l s ,  a n d  p l a n t s  ( B r i t t e n  a n d  D a v i d s o n ,  1 9 7 1 ;  B r i t t e n  e t  
a l . ,  1 9 7 6 ;  B r i t t e n  a n d  K o h n e ,  1 9 7 0 ) .  
T h e  n e x t  q u e s t i o n s  t o  b e  a s k e d  w e r e  w h a t  k i n d s  o f  r e p e a t e d  s e q u e n c e s  
a r e  t h e r e ,  a n d  h o w  a r e  t h e y  o r g a n i z e d  i n  t h e  g e n o m i c  D N A .  R .  J .  B r i t t e n  
( 1 9 7 1 )  o b s e r v e d  t h a t  t h e r e  w a s  a  r a n g e  o f  t h e r m a l  s t a b i l i t i e s  i n  t h e  
r e a s s o c i a t e d ,  r e p e t i t i v e  D N A  h y b r i d s  w h i c h  s u g g e s t e d  s e q u e n c e  d i v e r g e n c e  
a m o n g  h y b r i d s .  T h i s  t h e r m a l  s t a b i l i t y  w a s  u s e d  a s  t h e  c r i t e r i o n  f o r  
i n c l u d i n g  o r  e x c l u d i n g  h y b r i d s  a s  b e l o n g i n g  t o  a  p a r t i c u l a r  k i n e t i c  f a m i l y  
o f  r e p e t i t i v e  D N A .  H e  a l s o  m a d e  t h e  o b s e r v a t i o n  t h a t  l a r g e  f r a g m e n t s  o f  
D N A ,  a b o u t  1 5 k b ,  f o r m e d  l a r g e  ' n e t w o r k s '  w h e n  t h e  D N A  s t r a n d s  w e r e  a l l o w e d  
t o  r e a s s o c i a t e  e v e n  f o r  o n l y  s h o r t  p e r i o d s  o f  t i m e .  F r o m  t h i s ,  B r i t t e n  
( B r i t t e n  a n d  S m i t h ,  1 9 7 1 )  c o n c l u d e d  t h a t  m o s t  l o n g  p i e c e s  o f  D N A  c o n t a i n e d  
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r e p e a t e d  s e q u e n c e s .  S i n c e  t h e n ,  m a n y  r e s e a r c h e r s  h a v e  s h o w n  t n a t  
r e p e t i t i v e  D N A  s e q u e n c e s  a r e  i n t e r s p e r s e d  w i t h  v a r y i n g  l e n g t h s  o t  
n o n r e p e t i t i v e  D N A  s e q u e n c e s  ( D a v i d s o n ,  e t  a l . , 1 9 7 3 ;  D a v i d s o n ,  e t  a l . ,  
1 9 7 5 ;  M a n n i n g ,  e t  a l . ,  1 9 7 5 ;  D e i n i n g e r  a n d  S c h m i d ,  1 9 7 6 ) .  A l s o ,  m o s t  o f  
t h e  o r g a n i s m s  s t u d i e d  c o n t a i n  s o m e  i n t e r s p e r s e d  r e p e a t e d  s e q u e n c e s  w h i c h  
a r e  2 0 0 - 3 0 0  b a s e  p a i r s  i n  l e n g t h  ( D a v i d s o n ,  e t  a l . ,  1 9 7 5 ) .  
C l a s s e s  o f  R e p e t i t i v e  D N A  
T h e  r e p e t i t i v e  D N A  s e q u e n c e s  h a v e  b e e n  d i v i d e d  i n t o  s e v e r a l  c l a s s e s  
( D a v i d s o n ,  e t  a l . ,  1 9 7 5 ;  L e w i n ,  1 9 7 7 ) .  T h e s e  c l a s s e s  a r e  a s  f o l l o w s :  
r e p e a t e d  s t r u c t u r a l  g e n e s  s u c h  a s  r R N A ,  t R N A ,  5 s R N A ,  a n d  h i  s t o n e s ;  h i g h : /  
r e p e a t e d  s e q u e n c e s  a l s o  k n o w n  a s  s a t e l l i t e  o r  t a n d e m l y  r e p e a t e d  s e q u e n c e s ;  
l o n g  r e p e t i t i v e  s e q u e n c e s ;  i n v e r t e d  r e p e a t e d  s e q u e n c e s  a l s o  k n o w n  a s  
s n a p b a c k  s e q u e n c e s ;  a n d  s h o r t  i n t e r s p e r s e d  r e p e a t e d  s e q u e n c e s  a l s o  k n o w n  
a s  m i d d l e  r e p e t i t i v e  D N A ,  A  b r i e f  d e s c r i p t i o n  o f  e a c h  o f  t h e s e  c l a s s e s  
f o i l o w s .  
Highly c&peaied DbIA s&qu&aces 
T h e  h i g h l y  r e p e t i t i v e  s e q u e n c e s  s e e m  t o  b e  f a i r l y  w i d e s p r e a d  i n  
e u k a r y o t e s  ( A r r i g h i ,  e t  a l . ,  1 9 7 0 ;  D a v i d s o n ,  e t  a l . ,  1 9 7 5 ) .  T h e y  a r e  
u s u a l l y  s h o r t  s e q u e n c e s  o f  n u c l e o t i d e s ,  a n d  c a n  b e  r e p e a t e d  i n  t a n d e m  o v e r  
a  m i l l i o n  t i m e s .  T h e s e  s e q u e n c e s  w e r e  o r i g i n a l l y  t e r m e d  ' s a t e l l i t e '  D N A ,  
b e c a u s e ,  i n  m a n y  c a s e s ,  a n  e x t r a  b a n d  i s  s e e n  o n  c e s i u m  c h l o r i d e  d e n s i t y  
g r a d i e n t s .  T h i s  i s  d u e  t o  t h e  ' s a t e l l i t e '  D N A s  h a v i n g  a  d i f f e r e n t  b a s e  
c o m p o s i t i o n  f r o m  t h e  m a i n  b a n d  D N A .  T h e r e  a r e ,  h o w e v e r ,  h i g h l y  
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r e p e t i t i v e ,  s a t e l l i t e ,  D N A s  w h i c h  d o  n o t  h a v e  a  d i f f e r e n t  b a s e  c o m p o s i t i o n  
f r o m  m a i n  b a n d  D M A ,  w h i c h  m e a n s  t h a t  t h e y  d o  n o t  a p p e a r  a s  ' s a t e l l i t e  
b a n d s  o n  c e s i u m  c h l o r i d e  d e n s i t y  g r a d i e n t s .  T h i s  i m p l i e s  t h a t  i t  i s  t h e  
o r g a n i z a t i o n  i n t o  l a r g e  b l o c k s  o f  r e p e a t e d  s e q u e n c e s  a n d  n o t  b a s e  
c o m p o s i t i o n  w h i c h  i s  c h a r a c t e r i s t i c  o f  t h i s  c l a s s  o f  r e p e t i t i v e  D M A .  T h e  
h i g h l y  r e p e a t e d  s e q u e n c e s  a r e  u s u a l l y  n o t  t r a n s c r i b e d  ( F l a m m ,  e t  a l . ,  
1 9 6 9 ) ,  u s u a l l y  l o c a t e d  a t  t h e  c e n t r o m e r e  o f  m e t a p h a s e  c h r o m o s o m e s ,  a n d  
u s u a l l y  f o u n d  i n  h e t e r o c h r o m a t i n  ( P a r d u e  a n d  G a l l ,  1 9 7 0 ;  M a y f i e l d  a n d  
E l l i s o n ,  1 9 7 6 ) .  
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L o n g  r e p e t i t i v e  D N A  s e q u e n c e s  a r e  l e s s  w e l l - d e f i n e d .  I n  p r i m a t e s ,  
h y b r i d s  o f  t h e s e  s e q u e n c e s  a r e  t h e r m a l l y  u n s t a b l e ,  a n d  t h e s e  s e q u e n c e s  
r e a s s o c i a t e  l i k e  s i n g l e  c o p y  s e q u e n c e s  ( D e i n i n g e r  a n d  S c h m i d ,  1 9 7 9 ) .  
R e c e n t l y ,  a  l o n g  r e p e a t e d  s e q u e n c e  h a s  b e e n  i d e n t i f i e d  3 '  t o  t h e  h u m a n  
b e t a - g l o b i n  g e n e  ( A d a m s ,  e t  a l . ,  1 9 8 0 ) .  T h i s  s e q u e n c e  i s  a b o u t  6 . 4 k b  i n  
l e n g t h ,  h a s  l o w  h y b r i d  t h e r m a l  s t a b i l i t y ,  a n d  s e e m s  t o  b e  r e p e a t e d  a b o u t  
2 0 0 0 - 3 0 0 0  t i m e s  i n  t h e  h u m a n  g e n o m e .  D c a s a p h i i a  m o l a n n g a ^ t e r  h a s  a b o u t  
1 0 %  o f  i t s  g e n o m e  c o m p r i s e d  o f  s e q u e n c e s  a v e r a g i n g  5 0 0 0  n u c l e o t i d e s  i n  
l e n g t h  w h i c h  a r e  r e p e a t e d  1 0 s  o r  1 0 0 s  o f  t i m e s  ( M a n n i n g ,  e t  a l . ,  1 9 7 5 ) .  
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A n o t h e r  o f  t h e  r e p e a t e d  s e q u e n c e  t y p e s  a r e  t h e  i n v e r t e d  r e p e a t e d  
s e q u e n c e s .  T h e s e  ' f o l d b a c k '  o r  ' s n a p b a c k '  s e q u e n c e s  a r e  c h a r a c t e r i z e d  b y  
p a l i n d r o m e s  o r  c l o s e l y  s p a c e d ,  s e l f - h y b r i d i z i n g  s e q u e n c e s  o n  t h e  s a m e  
s t r a n d  o f  D N A  ( P e r l m a n ,  e t  a l . ,  1 9 7 6 ) .  T h i s  t y p e  o f  s e q u e n c e  a r r a n g e m e n t  
c a n  b e  f o u n d  i n  a l l  o f  t h e  o t h e r  c l a s s e s  o f  D N A ,  a n d  i n  D N A  f r o m  a l l  
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o r g a n i s m s  i n v e s t i g a t e d  t o  d a t e .  
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T h e  s h o r t  i n t e r s p e r s e d  o r  m i d d l e  r e p e t i t i v e  D N A  s e q u e n c e s  a r e  
c h a r a c t e r i z e d  b y  h a v i n g  s e q u e n c e  l e n g t h s  o f  2 0 0 - 4 0 0  n u c l e o t i d e s  w h i c h  a r e  
f o u n d  i n t e r s p e r s e d  w i t h  s i n g l e  c o p y  s e q u e n c e s  o f  s e v e r a l  t h o u s a n d  b a s e  
p a i r s  ( D a v i d s o n ,  e t  a l . ,  1 9 7 5 ;  D e i n i n g e r  a n d  S c h m i d ,  1 9 7 6 ) .  M o s t  h i g h e r  
e u k a r y o t e s  h a v e  m i d d l e  r e p e t i t i v e  D N A  s e q u e n c e s  o f  2 0 0 - 4 0 0  n u c l e o t i d e s .  
I n  c o n t r a s t  t o  t a n d e m l y  r e p e a t e d  s e q u e n c e s ,  h y b r i d s  o f  t h e s e  s e q u e n c e s  d o  
n o t  e x h i b i t  a  g r e a t  d e g r e e  o f  t h e r m a l  s t a b i l i t y .  T h i s  i n d i c a t e s  t h a t  t h e r e  
i s  s u b s t a n t i a l  s é q u e n c e  d i v e r g e n c e  w i t h i n  f a m i l i e s  o f  s h o r t  i n t e r s p e r s e d  
r e p e a t e d  s e q u e n c e s  < H o u c k ,  e t  a l . ,  1 9 7 8 ;  M a r x ,  1 9 8 0 ) .  R e c e n t  s t u d i e s  o n  
s h o r t  i n t e r s p e r s e d  r e p e a t e d  s e q u e n c e s  o f  h u m a n  D N A  h a v e  s h o w n  t h a t  
s e q u e n c e s  p r e v i o u s l y  t h o u g h t  t o  b e l o n g  t o  d i f f e r e n t  k i n e t i c  f a m i l i e s  a r e  
a c t u a l l y  v a r i a t i o n s  o f  a  s i n g l e  c o n c e n s u s  s e q u e n c e  ( H o u c k ,  e t  a l . ,  1 9 7 9 ;  
R u b i n ,  e t  a l . ,  1 9 8 0 ) .  T h i s  f a m i l y  o f  s h o r t  i n t e r s p e r s e d  r e p e a t e d  
s e q u e n c e s  i n  t h e  h u m a n  g e n o m e  i s  k n o w n  a s  t h e  A l u  f a m i l y .  
A l u  a n d  A l u - l i k e  S h o r t  I n t e r s p e r s e d  R e p e a t e d  S e q u e n c e s  
T h e  h u m a n  g e n o m e  i s  c o m p r i s e d  o f  r a p i d l y  r e n a t u r i n g ,  m i d d l e  
r e p e t i t i v e ,  a n d  s i n g l e  c o p y  s e q u e n c e s  ( L e w i n ,  1 9 8 0 ;  R i n e h a r t  e t  a l . ,  
1 9 7 7 ) .  A b o u t  ^ b - 3 0 %  o f  t h e  g e n o m e  i s  m a d e  u p  o f  t h e  r e p e a t e d  s e q u e n c e s  
( S c h m i d  a n d  D e i n i n g e r ,  1 9 7 5 ;  H o u c k ,  e t  a l . ,  1 9 7 8 ) .  A p p r o x i m a t e l y  5 - 7 %  o f  
t h e  h u m a n  g e n o m e  i s  m a d e  u p  o f  r e p e a t e d  s e q u e n c e s  w h i c h  a r e  a b o u t  3 0 0  
n u c l e o t i d e s  l o n g ,  a n d  w h i c h  w e r e  o r i g i n a l l y  t h o u g h t  t o  b e l o n g  t o  a b o u t  1 0  
k i n e t i c  s e q u e n c e  f a m i l i e s  ( H o u c k ,  e t  a l . ,  1 9 7 9 ;  J e l i n e k ,  e t  a l . ,  1 9 3 0 ) .  
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R e c e n t l y ,  i t  h a s  b e e n  d i s c o v e r e d  t h a t  a b o u t  h a l f  o - f  t h e  3 0 0  b a s e  p a i r  
r e p e t i t i o u s  s e q u e n c e s  a r e  c l e a v e d  i n t o  1 7 0 b p  a n d  1 2 0 b p  f r a g m e n t s  b y  t h e  
r e s t r i c t i o n  e n d o n u c l e a s e  A l u  I  ( H o u c k ,  e t  a l . , 1 9 7 9 ;  J e l i n e k ,  e t  a l . .  
1 9 8 0 ) .  T h i s  s u g g e s t e d  t h a t  a  m a j o r i t y  o f  t h e  r e p e a t e d  s e q u e n c e s  a c t u a l l y  
b e l o n g e d  t o  o n e  a n d  n o t  t e n  s e q u e n c e  f a m i l i e s .  R u b i n  e t  a l .  ( 1 9 8 0 )  
s u b j e c t e d  a  m i x t u r e  o f  t h e  1 7 0 b p  A l u  I  r e s t r i c t i o n  d i g e s t  f r a g m e n t s  t o  
M a x a m - G i 1 b e r t  D N A  s e q u e n c i n g  a n d  w e r e  a b l e  t o  d e t e r m i n e  a  c o n s e n s u s  
s e q u e n c e .  T h i s  r e s u l t  m e a n t  t h a t  t h e  1 7 0 b p  f r a g m e n t s  w e r e  a l l  c l o s e l y  
r e l a t e d .  T h i s  r e s u l t  a l s o  s u g g e s t e d  t h a t  s e q u e n c e  m i s m a t c h i n g  s l o w e d  d o w n  
t h e  D N A  h y b r i d i z a t i o n  r e a c t i o n  m o r e  t h a n  h a d  b e e n  r e a l i z e d  a n d  l e d  t o  
s u b s t a n t i a l  e r r o r  i n  t h e  k i n e t i c  e s t i m a t e  o f  t h e  n u m b e r  o f  r e p e a t e d  
s e q u e n c e  f a m i l i e s .  
I n d i v i d u a l  c l o n e s  o f  t h e  A l u  f a m i l y  w e r e  p r e p a r e d  b y  a d d i n g  B a m  H I  
l i n k e r s  t o  t h e  3 0 0 b p  f r a g m e n t s  r e s u l t i n g  f r o m  S I  n u c l e a s e  d i g e s t i o n  o f  
r e p e t i t i v e  s e q u e n c e  h y b r i d s ,  a n d  c l o n i n g  i n t o  t h e  B a m  H I  s i t e  o f  t h e  
p l a s m i d  p B R 3 2 2 .  I n d i v i d u a l  m e m b e r s  o f  t h e s e  c l o n e s ,  k n o w n  a s  t h e  B L U R  
c l o n e s  ( B a m  L i n k e d  U b i q u i t o u s  R e p e a t ) ,  w e r e  t h e n  s e q u e n c e d  ( J e l i n e k ,  e t  
a l , ,  1 9 8 0 ;  R u b i n ,  e t  a l . ,  1 9 8 0 ;  D e i n i n g e r ,  e t  a l . ,  1 9 8 1 ) .  W h e n  t h e  
s e q u e n c e s  o f  t h e  v a r i o u s  B L U R  c l o n e s  a r e  c o m p a r e d  t o  e a c h  o t h e r  a n d  t o  t h e  
c o n s e n s u s  s e q u e n c e ,  s e v e r a l  i n t e r e s t i n g  o b s e r v a t i o n s  c a n  b e  m a d e .  O f  t h e  
1 2  B L U R  c l o n e s  w h i c h  h a v e  b e e n  s e q u e n c e d ,  a l l  o f  t h e m  a r e  i m p e r f e c t  d i m e r s  
o f  t w o  1 3 0 b p  f r a g m e n t s  a r r a n g e d  i n  a  h e a d  t o  t a i l  a r r a n g e m e n t  w i t h  a  3 1 b p  
i n s e r t  i n  t h e  r i g h t  h a l f  o f  t h e  d i m e r  s e q u e n c e .  S o m e t i m e s  A l u  s e q u e n c e s  
a r e  f l a n k e d  b y  s e v e r a l  s h o r t ,  d i r e c t  r e p e a t s  o f  A T - r i c h  s e q u e n c e s .  T h e s e  
s h o r t  f l a n k i n g  r e p e a t s  a r e  r e m i n i s c e n t  o f  t r a n s p o s a b l e  e l e m e n t s  w h i c h  h a v e  
/ 
b e e n  c h a r a c t e r i z e d  f o r  y e a s t  a n d  ( C a m e r o n ,  e t  a l . ,  1 9 7 9 ;  
S t r o b e l ,  e t  a l . ,  1 9 7 9 ) .  T h e r e  i s  a  7 0 %  s e q u e n c e  h o m o l o g y  b e t w e e n  t h e  
r i g h t  a n d  l e f t  h a l v e s  o f  t h e  d i m e r ,  a n d  t h e  r i g h t  h a l f  i s  m o r e  c o n s e r v e d  
b e t w e e n  d i f f e r e n t  B L U R  c l o n e s  t h a n  t h e  l e f t .  T h e  i n d i v i d u a l  B L U R  c l o n e s  
v a r y  f r o m  t h e  c o n c e n s u s  s e q u e n c e  b y  a n  a v e r a g e  o f  1 2 . S X  w i t h  1 5 - 2 0 %  
m i s m a t c h i n g  b e t w e e n  m e m b e r s .  ( D e i n i n g e r ,  e t  a l . ,  1 9 8 1 ;  S c h m i d  a n d  
J e l i n e k ,  1 9 8 2 ;  J e l i n e k  a n d  S c h m i d ,  1 9 8 2 ) .  
A  s u r p r i s i n g  r e s u l t  o f  r e c e n t  s t u d i e s  i s  t h a t  s e v e r a l  o t h e r  o r g a n i s m s  
h a v e  r e p e a t e d  s e q u e n c e  f a m i l i e s  t h a t  a r e  s e q u e n c e  r e l a t e d  t o  t h e  h u m a n  A l u  
f a m i l y .  A l u  o r  A l u - l i k e  s e q u e n c e s  h a v e  b e e n  f o u n d  i n  t h e  m o u s e ,  r a t ,  
C h i n e s e  h a m s t e r ,  c h i c k e n ,  A f r i c a n  g r e e n  m o n k e y ,  h n R N A  f r o m  H e L a  c e l l s ,  
a v i a n  s a r c o m a  v i r u s ,  s e v e r a l  l o w  m o l e c u l a r  w e i g h t  R N A s ,  a n d  s h o r t  
s e q u e n c e s  n e a r  t h e  o r i g i n  o f  r e p l i c a t i o n  o f  S V  4 0  a n d  p a p o v a v i r u s  ( J e l i n e k  
a n d  S c h m i d ,  1 9 8 2 ;  J e l i n e k  a n d  S c h m i d ,  1 9 8 2 ;  D e i n i n g e r ,  e t  a l . ,  1 9 6 1 ;  
G r i m a i d i ,  e t  a l . ,  1 9 8 1 ) .  T h e  A l u - l i k e  s e q u e n c e  i n  r o d e n t s  i s  1 2 9 b p  f o r  
t h e  m o u s e  B I  s e q u e n c e  a n d  1 3 4  f o r  t h e  C h i n e s e  h a m s t e r  t y p e  ]  s e q u e n c e .  
T h e s e  s h o w  c l o s e  h o m o l o g y  t o  t h e  l e f t  h a l f  o f  t h e  h u m a n  A l u  s e q u e n c e  
( S c h m i d  a n d  J e l i n e k ,  1 9 8 2 ;  J e l i n e k  a n d  S c h m i d ,  1 9 8 2 ) .  T h e r e  i s  a n o t h e r  
A l u - l i k e  s e q u e n c e  f o u n d  i n  r a t s  a n d  C h i n e s e  h a m s t e r s  k n o w n  a s  t h e  t y p e  H  
A l u - e q u i v a l e n t .  T h e s e  s e q u e n c e s  h a v e  a b o u t  6 1  n u c l e o t i d e s  i n  c o m m o n  w i t h  
t h e  r o d e n t  t y p e  I  a n d  t h e  h u m a n  A l u  s e q u e n c e s .  T h e  h o m o l o g y  t h e n  b r e a k s  
d o w n  a n d  t h e  f o l l o w i n g  9 6  n u c l e o t i d e s  a r e  n o t  o b v i o u s l y  r e l a t e d  t o  a n y  
o t h e r  p a r t  o f  t h e  A l u  s e q u e n c e  ( J e l i n e k  a n d  S c h m i d ,  1 9 8 2 ;  B a l m a i n ,  e t  a l . ,  
1 9 8 2 ;  R e d d y ,  e t  a l . ,  1 9 8 1 a  a n d  1 9 8 1 b ;  H a r a d a  a n d  K a t o ,  1 9 8 0 ) .  
3  
E u Q c i i D U  q £  â l u  S a q u e a c & s  
L o n g  b e f o r e  t h e  d i s c o v e r y  o f  t h e  h u m a n  A l u  - f a m i l y  o f  s h o r t  
i n t e r s p e r s e d  r e p e a t e d  s e q u e n c e s ,  t h e r e  w a s  s p e c u l a t i o n  a s  t o  t h e  f u n c t i o n  
o f  i n t e r s p e r s e d  r e p e t i t i o u s  D N A  ( B r i t t e n  a n d  D a v i d s o n ,  1 9 6 9 ;  D a v i d s o n  a n d  
B r i t t e n ,  1 9 7 9 ) .  O t h e r s  f e l t  t h a t  t h e s e  r e p e t i t i o u s  D N A  s e q u e n c e s  s e r v e d  
n o  p a r t i c u l a r  f u n c t i o n  a n d  w e r e  ' s e l f i s h '  D N A  ( O r g e l  a n d  C r i c k ,  1 9 8 0 ;  
D o o l i t t l e  a n d  S a p i e n z a ,  1 9 8 0 ) .  W i t h  t h e  d i s c o v e r y  o f  t h e  A l u  f a m i 1  y  a n d  
i t s  r e p r e s e n t a t i o n  i n  a  v a r i e t y  o f  o t h e r  o r g a n i s m s ,  t h e  e f f o r t  t o  
a t t r i b u t e  a  f u n c t i o n  t o  t h e s e  s e q u e n c e s  h a s  i n t e n s i f i e d .  
T h e  p r e s e n c e  o f  p o r t i o n s  o f  t h e  A l u  f a m i l y  i n  d o u b l e  s t r a n d e d  h n R N A  
o f  H e L a  c e l l s  h a s  r a i s e d  t h e  p o s s i b i l i t y  t h a t  t h e s e  s e q u e n c e s  p l a y  s o m e  
r o l e  i n  p r o c e s s i n g  t h e  h n R N A ,  o r  a  r o l e  i n  t r a n s p o r t  o f  m R N A  t h r o u g h  t h e  
n u c l e a r  m e m b r a n e  ( J e l i n e k  a n d  S c h m i d ,  1 9 8 2 ) .  
A s  m e n t i o n e d ,  t h e r e  i s  h o m o l o g y  b e t w e e n  s e q u e n c e s  n e a r  o r i g i n s  o f  
r e p l i c a t i o n  o f  s o m e  v i r u s e s  a n d  t h e  A l u  s e q u e n c e .  T h i s  s u g g e s t s  t h a t  t h e  
A l u  f a m i l y  m i g h t  b e  o r i g i n s  o f  r e p l i c a t i o n  i n  h i g h e r  o r g a n i s m s .  T a y l o r  
a n d  W a t a n a b e  ( 1 9 8 1 )  h a v e  s h o w n  t h a t  t h e  D N A  i n  C H O  c e l l s  m a y  c o n t a i n  
2 5 0 , 0 0 0  r e p l i c a t i o n  o r i g i n s  a n d  t h e y  e s t i m a t e  t h a t  t h i s  i s  i n  c l o s e  a c c o r d  
w i t h  t h e  n u m b e r  o f  A l u  f a m i l y  m e m b e r s  i n  t h e  C H O  g e n o m e .  
I t  h a s  a l s o  b e e n  s h o w n  t h a t  t h e  A l u  f a m i l y  m e m b e r s  o f  t h e  h u m a n  
g e n o m e  c a n  b e  t r a n s c r i b e d  i n t o  s m a l l  R N A s  I n  u i i r a  b y  R N A  p o l y m e r a s e  I I I  
( D u n c a n ,  e t  a l , ,  1 9 8 1 ) .  T h e  R N A  p o l y m e r a s e  I I I  i n  u i i c a  t r a n s c r i p t s  o f  
t h e  A l u  s e q u e n c e s  a r e  o f  a  s p e c i f i c  l e n g t h  f o r  e a c h  c l o n e .  T h e  5 '  e n d s  o f  
a l l  t h e s e  t r a n s c r i p t s  a r e  t h e  s a m e  b u t  t h e r e  a r e  d i f f e r e n t  s e q u e n c e s  a t  
t h e  3 - '  e n d s  ( S c h m i d  a n d  J e l i n e k ,  1 9 8 2 ) .  T h e  r o d e n t  t y p e  I I  A l u  s e q u e n c e s  
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a r e  a l s o  t r a n s c r i b e d  b y  R N A  p o l y m e r a s e  I I I ,  a n d  s i m i l a r  t r a n s c r i p t s  i n  t h e  
C h i n e s e  h a m s t e r  h a v e  n o w  b e e n  - f o u n d  t o  e x i s t  i n  u i u a  ( H a y n e s  a n d  J e l i n e k ,  
1 9 8 1 ) .  
S o m e  A l u  s e q u e n c e s  h a v e  a  s t r u c t u r e  s i m i l a r  t o  t r a n s p o s a b l e  e l e m e n t s  
( H a y n e s ,  e t  a l . ,  1 9 8 1 ) .  T h e s e  r e p e a t e d  s e q u e n c e s  c o u l d  b e  r e m n a n t s  o f ,  o r  
s t i l l  - f u n c t i o n  a s  t r a n s p o s a b l e  e l e m e n t s .  T w o  c h a r a c t e r i s t i c s  o - f  
t r a n s p o s a b l e  e l e m e n t s  a r e ,  t h e i r  a b i l i t y  t o  - f o r m  s m a l l  e x t r a c h r o m o s o m a l  
c i r c u l a r  D N A s ,  a n d  t o  i n d u c e  D N A  s e q u e n c e  p o l y m o r p h i s m s  ( F l a v e l l  a n d  I s h -
H o r o w i c z ,  1 9 8 1 ;  S t r o b e l  ,  e t  a l . ,  1 9 7 9 ) .  C a l a b r e t t a ,  e t  a l . ,  ( 1 9 8 2 )  
i s o l a t e d  a  h u m a n  D N A  c l o n e  w h i c h  c o n t a i n e d  a  c l u s t e r  o - f  a t  l e a s t  1 0  A l u  
s e q u e n c e s .  T h i s  c l o n e  c r o s s - h y b r i d i z e d  t o  b o t h  B L U R  2  a n d  B L U R  8  u n d e r  
c o n d i t i o n s  - f o r  w h i c h  B L U R  2  a n d  B L U R  8  d o  n o t  c r o s s - h y b r i d i z e .  A  r e g i o n  
o f  t h i s  D N A  f r a g m e n t ,  w h i c h  c o n t a i n e d  p a r t  o f  a  s i n g l e  c o p y  r e g i o n  f l a n k e d  
b y  A l u  r e p e a t s ,  w a s  s u b c l o n e d  a n d  h y b r i d i z e d  t o  D N A  f r o m  n o r m a l  h u m a n  
c e l l s  a n d  f r o m  a  p a t i e n t  w i t h  a c u t e  l y m p h o c y t i c  l e u k e m i a .  T h e y  f o u n d  t h a t  
t h e r e  w e r e  n o t  o n l y  r e s t r i c t i o n  e n d o n u c l e a s e  f r a g m e n t  p o l y m o r p h i s m s ,  b u t  
t h a t  t h e r e  w e r e  a b o u t  5  c o p i e s  o f  t h i s  s e q u e n c e  i n  t h e  d i s e a s e d  c e l l s  a n d  
a b o u t  5 0  c o p i e s  f o u n d  i n  t h e  n o r m a l  c e l l s .  D N A  f r o m  t h e s e  s a m e  c e l l s  w a s  
t h e n  h y b r i d i z e d  w i t h  a  c l o n e  o f  h u m a n  p l a c e n t a l  l a c t o g e n ,  a n d  t h e y  f o u n d  
t h a t  b o t h  d i s e a s e d  a n d  n o r m a l  c e l l s  h a d  t h e  s a m e  c o p y  n u m b e r  f o r  t h i s  
s i n g l e  c o p y  s e q u e n c e .  T h e y  c o n c l u d e d  t h a t  t h e  A l u  s e q u e n c e s ,  l i k e  
t r a n s p o s a b l e  e l e m e n t s ,  m i g h t  i n d u c e  p o l y m o r p h i s m s  i n  t h e  h u m a n  g e n o m e .  
W h e t h e r  t h e  p o l y m o r p h i s m  s e e n  i n  t h e  a c u t e  l y m p h o c y t i c  l e u k e m i a  c e l l s ,  w a s  
a  c a u s e  o r  a  r e s u l t  o f  t h e  p a r t i c u l a r  d i s e a s e  i s  n o t  c l e a r .  C a l a b r e t t a ,  
e t  a l .  ( 1 9 8 2 )  a l s o  n o t i c e d  a  4 . 8 k b  D N A  r e s t r i c t i o n  f r a g m e n t  w h i c h  
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h y b r i d i z e d  t o  t h e  h u m a n  D N A  c l o n e .  T h i s  f r a g m e n t  c o u l d  b e  i s o l a t e d  a s  
c i r c u l a r  D N A s  o f  4 . 8 k b  i n  l e n g t h .  K r o l e w s k i ,  e t  a l .  ( 1 9 8 2 )  h a v e  s h o w n  t h e  
p r e s e n c e  o f  s m a l l  p o l / d i s p e r s e  c i r c u l a r  ( s p c )  D N A s  i n  a n  A f r i c a n  g r e e n  
m o n k e y  k i d n e y  c e l l  l i n e .  T h e y  s t a t e d  t h a t  t h e s e  a r e  n o t  m i t o c h o n d r i a l  
D N A s ,  a n d  t h a t  a b o u t  1 %  o f  t h e  s p c D N A s  i n  t h e  c e l l s  a r e  h o m o l o g o u s  t o  t h e  
m o n k e y  A l u  s e q u e n c e .  T h e  e n t i r e  A l u  s e q u e n c e  m i n u s  t h e  f l a n k i n g  r e p e a t s  
i s  s e e n  i n  t h e s e  s p c D N A s .  
A b o u t  o n e - h a l f  o f  p o l y s o m a l  p o l y ( A )  R N A  r e a s s o c i a t e s  a t  l o w  R o t  t o  
f o r m  b r a n c h e d  s t r u c t u r e s  a s  s e e n  i n  t h e  e l e c t r o n  m i c r o s c o p e  ( C a l a b r e t t a ,  
e t  a l . ,  1 9 8 1 ) .  T h e  m R N A s  w e r e  s h o w n  t o  h y b r i d i z e  t o  h u m a n  A l u  c l o n e s .  
T h e  A l u  s e q u e n c e s  h y b r i d i z e d  t o  o n e  t e r m i n u s  ( 1 3 % ) ,  t h e  m i d d l e  ( 5 3 % ) ,  o r  
t o  l o w  m o l e c u l a r  w e i g h t  m R N A s  ( 3 5 % ) .  O n e  s u c h  l o w  m o l e c u l a r  w e i g h t  R N A  
f r o m  h u m a n  c e l l s ,  n o w  c a l l e d  7 S  R f > l A ,  h a s  b e e n  c h a r a c t e r i z e d  b y  t w o  
d i f f e r e n t  g r o u p s  ( U l l u  a n d  M e l l i ,  1 9 8 2 ;  W a l t e r  a n d  B l o b e l ,  1 9 8 2 ) .  T h e  7 S  
R N A  i s  f o u n d  i n  t h e  c y t o p l a s m  o f  c e l l s  a n d  i s  h o m o l o g o u s  t o  t h e  5 '  b u t  n o t  
t h e  3 '  e n d  o f  t h e  h u m a n  A l u  s e q u e n c e  ( U l l u  a n d  M e l l i ,  1 9 8 2 ) .  T h i s  R N A  h a s  
r e c e n t l y  b e e n  s h o w n  t o  b e  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  s i g n a l  r e c o g n i t i o n  p r o t e i n  
( W a l t e r  a n d  B l o b e l ,  1 9 8 2 ) .  T h e  s i g n a l  r e c o g n i t i o n  p r o t e i n  i s  t h e  a d a p t e r  
b e t w e e n  t h e  c y t o p l a s m i c  t r a n s l a t i o n  m a c h i n e r y  a n d  t h e  t r a n s l o c a t i o n  
m a c h i n e r y  i n  t h e  m e m b r a n e  o f  t h e  e n d o p l a s m i c  r e t i c u l u m  ( L e w i n ,  1 9 8 2 ) .  
W a l t e r  a n d  B l o b e l  ( 1 9 8 2 )  h a v e  s h o w n  t h a t  t h i s  R N A  i s  e s s e n t i a l  f o r  t h e  
t r a n s l o c a t i o n  o f  p r o t e i n  a c r o s s  t h e  e n d o p l a s m i c  r e t i c u l a r  m e m b r a n e  d u r i n g  
p r o t e i n  s y n t h e s i s .  T h i s  i s  t h e  f i r s t  d e f i n i t e  e v i d e n c e  o f  a  s p e c i f i c  
f u n c t i o n  f o r  a  D N A  o r  R N A  w h i c h  c o n t a i n s  a  p o r t i o n  o f  t h e  A l u  f a m i l y  
s e q u e n c e .  
T h e  B o v i n e  G e n o m e  
I n  s o m e  r e s p e c t s ,  t h e  b o v i n e  g e n o m e  i s  s i m i l a r  t o  t h e  h u m a n  g e n o m e .  
T h e  b o v i n e  s h o r t  i n t e r s p e r s e d  r e p e a t e d  s e q u e n c e s  c o m p r i s e  a b o u t  5 - 1 0 %  o i  
t h e  g e n o m e ,  a r e  3 0 0 - 4 0 0  n u c l e o t i d e s  i n  l e n g t h ,  a n d  a r e  d i v i d e d  i n t o  8 - 1 4  
k i n e t i c  - f a m i l i e s  w h i c h  a r e  r e p e a t e d  5 0 , 0 0 0 - 6 0 , 0 0 0  t i m e s  ( M a y f i e l d ,  e t  a l . .  
1 9 8 0 ) .  W a t a n a b e ,  e t  a l .  ( 1 9 8 2 )  h a v e  - f o u n d  a  f a m i l y  o f  r e p e t i t i v e  
s e q u e n c e s  i n  b o v i n e  D N A  w h i c h  a r e  o n l y  1 2 0  n u c l e o t i d e s  i n  l e n g t h  a n d  
e s t i m a t e  t h a t  t h i s  s e q u e n c e  i s  p r e s e n t  i n  a b o u t  1 0 0 , 0 0 0  c o p i e s .  T h i s  
s e q u e n c e  d o e s  n o t  e x h i b i t  e x t e n s i v e  s e q u e n c e  h o m o l o g y  w i t h  t h e  h u m a n  A l u  
o r  o t h e r  A l u - t y p e  s e q u e n c e s ;  h o w e v e r ,  i t  d o e s  c o n t a i n  a  s h o r t  s e q u e n c e  
w h i c h  i s  h o m o l o g o u s  t o  s e q u e n c e s  a t  o r  n e a r  t h e  o r i g i n  o f  r e p l i c a t i o n  f o r  
h u m a n  B K  v i r u s ,  S V  4 0 ,  a n d  p o l y o m a  v i r u s .  
p B R 3 2 2  
p B R 3 2 2  i s  a n  e n g i n e e r e d  p l a s m i d  w h i c h  u s e s  £ .  r n l i  s t r a i n  K 1 2  a s  i t s  
h o s t  b a c t e r i u m .  T h e  p l a s m i d  e x i s t s  i n  t h e  b a c t e r i a  a s  a  d o u b l e  s t r a n d e d  
c i r c u l a r  D N A  m o l e c u l e  w i t h  l e n g t h  o f  4 3 6 2  b a s e  p a i r s .  T h e  p l a s m i d  
c o n t a i n s  t h e  g e n e s  f o r  t e t r a c y c l i n e  a n d  a m p i c i 1 1  i n  r e s i s t a n c e  w h i c h  a r e  
u s e d  f o r  s e l e c t i o n  o f  r e c o m b i n a n t  c l o n e s  ( C o h e n ,  e t  a l . ,  1 9 6 9 ) .  p B R 3 2 2  
u n d e r g o e s  a  r e l a x e d  m o d e  o f  r e p l i c a t i o n ,  c a n n o t  b e  t r a n s f e r r e d  b y  
c o n j u g a t i o n ,  a n d  c a n  b e  a m p l i f i e d  f r o m  a r o u n d  2 0  c o p i e s / b a c t e r i u m  t o  2 0 0 -
1 0 0 0  c o p i e s / b a c t e r i u m  f o l l o w i n g  a d d i t i o n  o f  c h l o r a m p h e n i c o l  ( B o l i v a r ,  e t  
a l . ,  1 9 7 7 a ,  1 9 7 7 b ;  L e w i n ,  1 9 7 7 ) .  
T h e  g e n e s  f o r  t e t r a c y c l i n e  a n d  a m p i c i l l i n  r e s i s t a n c e  o r i g i n a t e d  f r o m  
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a  c o t r a n s - f  o r m a t  i  o n  o f  E .  c o l l  w i t h  p l a s m i d  p S C l O l  ( T c ^ )  a n d  t h e  t r a n s p o s o n  
T n A  o f  p l a s m i d  p R S F 2 1 2 4  ( A p ^ ) .  O n e  r e s u l t i n g  r e c o m b i n a n t  p l a s m i d  f r o m  
t h i s  c o t r a n s f o r m a t i o n  w a s  c a l l e d  p B R 3 1 2 .  B y  s e l e c t i v e  d e l e t i o n ,  a  p l a s m i d  
c a l l e d  p B R 3 1 3  w a s  d e v e l o p e d  w h i c h  c o n t a i n e d  t h e  T c ' ^  g e n e  a n d  t h e  A p ' "  g e n e  
w h i c h  c o u l d  n o  l o n g e r  b e  t r a n s l o c a t e d  ( B o l i v a r ,  e t  a l . ,  1 9 7 7 a ) .  S e l e c t i v e  
d e l e t i o n  o f  p B R 3 1 3  r e s u l t e d  i n  t w o  n e w  p l a s m i d s  c a l l e d  p B R 3 1 8  a n d  p B R 3 2 0 .  
T h e s e  t w o  p l a s m i d s  w e r e  d i g e s t e d  w i t h  r e s t r i c t i o n  e n d o n u c l e a s e s  t o  g i v e  a  
c o m b i n e d  t o t a l  o f  5  f r a g m e n t s .  T h e  f r a g m e n t s  w e r e  l i g a t e d  a n d  o n e  
r e s u l t a n t  p l a s m i d  c o n t a i n e d  D M A  f r o m  b o t h  p B R 3 1 8  a n d  p B R 3 2 0  t h e  T c a n d  
r  A p  g e n e s ,  t h e  o r i g i n  o f  r e p l i c a t i o n  a n d  u s e f u l  r e s t r i c t i o n  e n d o n u c l e a s e  
s i t e s .  T h i s  n e w  p l a s m i d  w a s  p B R 3 2 2  ( B o l i v a r ,  e t  a l . ,  1 9 7 7 b ) .  .  
M l  3  
M l  3  i s  a  f i l a m e n t o u s  b a c t e r i o p h a g e  w i t h  a  c a p s  i d  c o n s i s t i n g  o f  o n e  
m a j o r  p r o t e i n  t y p e .  T h i s  c a p s i d  s u r r o u n d s  a  s i n g l e  s t r a n d e d  c i r c u l a r  D N A  
m o l e c u l e  w h i c h  i s  f o l d e d  b a c k  o n  i t s e l f  ( L e w i n ,  1 9 7 7 ) .  M l 3  i s  a  m a l e  
s p e c i f i c  p h a g e  w h i c h  r e q u i r e s  a n  b a c t e r i u m .  M 1 3  i n f e c t s ,  b u t  d o e s  n o t  
k i l l  t h e  h o s t  b a c t e r i u m .  
U p o n  i n f e c t i o n ,  t h e  p o s i t i v e  s e n s e ,  s i n g l e  s t r a n d e d  D N A  o f  t h e  v i r u s  
i s  i m m e d i a t e l y  c o n v e r t e d  t o  a  d o u b l e  s t r a n d e d  r e p l i c t i v e  f o r m  ( R F )  b y  
u s i n g  a n  R N A  p r i m e r  a n d  h o s t  D N A  p o l y m e r a s e  I I I  ( L e w i n ,  1 9 7 7 ) .  O n c e  t h e  
R F  f o r m  i s  e s t a b l i s h e d ,  t h e r e  a r e  t w o  p a t h w a y s  w h i c h  t h e  v i r a l  D N A  
f o l l o w s .  O n e  p a t h w a y  p r o d u c e s  m o r e  R F  m o l e c u l e s  a n d  t h e  o t h e r  p r o d u c e s  
t h e  m a t u r e  v i r u s .  T h e  a b i l i t y  o f  t h e  R F  m o l e c u l e  t o  e n t e r  o n e  o f  t h e  t w o  
p a t h w a y s  s e e m s  t o  b e  d e p e n d e n t  o n  t h e  v i r a l  p r o d u c t s  o f  g e n e s  I I  a n d  V .  
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I f  t h e r e  i s  n o t  m u c h  V  p r o t e i n  p r e s e n t ,  t h e n  p r o t e i n  I I  s e e m s  t o  b e c o m e  
i n v o l v e d  i n  t h e  p r o d u c t i o n  o f  m o r e  R F  m o l e c u l e s .  W h e n  p r o t e i n  V  i s  
p r e s e n t  i n  h i g h  c o n c e n t r a t i o n s ,  i t  c o m p l e x e s  t o  t h e  n e w l y  f o r m i n g  p o s i t i v e  
s t r a n d s  p r e v e n t i n g  t h e  s y n t h e s i s  o f  t h e  c o m p l i m e n t a r y  n e g a t i v e  s t r a n d .  
The viral DNA complexed to protein V is circularized and the protein V is 
r e p l a c e d  b y  t h e  m a j o r  c a p s i d  p r o t e i n ,  V I I I .  T h i s  a s s e m b l y  t a k e s  p l a c e  a t  
t h e  i n n e r  c e l l  m e m b r a n e  o f  t h e  b a c t e r i u m  ( L e w i n ,  1 9 7 7 ) .  
A  b a c t e r i u m  w h i c h  h a s  t h e  M 1 3  v i r u s  b u t  h a s  l o s t  t h e  F  e p i s o m e  c a n  
s t i l l  p r o d u c e  m a t u r e  v i r u s  p a r t i c l e s .  H o w e v e r ,  i f  t h e  b a c t e r i u m  h a s  l o s t  
t h e  F  e p i s o m e ,  i t  c a n  n o  l o n g e r  b e  i n f e c t e d  b y  M 1 3 .  W h e n  M l 3  i n f e c t s  a  
b a c t e r i u m ,  t h e  b a c t e r i a l  g r o w t h  r a t e  i s  s l o w e d .  T h i s  r e s u l t s  i n  ' t u r b i d '  
p l a q u e  f o r m a t i o n  o n  a  l a w n  o f  E .  c o l l  < B R L ,  1 9 8 0 ) .  T h e s e  a r e  n o t  ' t r u e  
p l a q u e s  w h i c h  a r e  d e v o i d  o f  l i v i n g  c e l l s ,  b u t  a r e  a r e a s  o f  l o w e r  b a c t e r i a l  
d e n s i t y  d u e  t o  t h e  s l o w e r  g r o w t h  r a t e .  
U n l i k e  v i r u s e s  s u c h  a s  l a m b d a ,  a l l  t h e  g e n e s  i n  t h e  M l 3  g e n o m e  a r e  
e s s e n t i a l ,  s o  d e l e t i o n  o f  o r  i n s e r t i o n  i n t o  a n y  g e n e  i n a c t i v a t e s  t h e  
v i r u s .  H o w e v e r ,  G r o n e n b o r n  a n d  M e s s i n g  ( 1 9 7 7 )  f o u n d  a  s m a l l  r e g i o n  
b e t w e e n  g e n e s  V  a n d  I I  w h i c h  w o u l d  a c c e p t  i n s e r t i o n  o f  f o r e i g n  D N A  ( s e e  
A p p e n d i x  A ) .  T h e y  s u b s e q u e n t l y  i n s e r t e d  a  H i n d  I I  f r a g m e n t  f r o m  t h e  E .  
c o l l  L a c  o p e r o n  w h i c h  w o u l d  u n d e r g o  a l p h a - c o m p 1 i m e n t a t i o n  w i t h  a  p o r t i o n  
o f  t h e  L a c  o p e r o n  w h i c h  w a s  l o c a t e d  o n  t h e  F  e p i s o m e  ( G r o n e n b o r n  a n d  
M e s s i n g ,  1 9 7 7 ;  B R L ,  1 9 8 0 ) .  T h e  p o r t i o n  o f  t h e  L a c  o p e r o n  i n s e r t e d  i n t o  
t h e  v i r u s  c o n t a i n e d  t h e  I '  g e n e ,  o p e r a t o r ,  p r o m o t e r ,  a n d  f i r s t  1 4 5  a m i n o  
a c i d s  o f  t h e  b e t a - g a l a c t o s i d a s e  g e n e  ( Z  g e n e )  ( G r o n e n b o r n  a n d  M e s s i n g ,  
1 9 7 7 ;  B R L ,  1 9 8 0 ) .  T h i s  a l l o w e d  e a s y  s e l e c t i o n  o f  r e c o m b i n a n t  c l o n e s .  
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b e c a u s e  a  b a c t e r i u m  w i t h  t h e  L a c  o p e r o n  c o n t a i n i n g  F  e p i s o m e ,  a n d  t h e  n e w  
M l 3  v i r u s  c a l l e d  M 1 3 m p l  w o u l d  g i v e  b l u e  p l a q u e s  u n d e r  t h e  a p p r o p r i a t e  
c o n d i t i o n s ,  w h e r e a s  a  b a c t e r i u m  c o n t a i n i n g  M 1 3 m p l  w h i c h  h a d  - f o r e i g n  D N A  
i n s e r t e d  i n t o  t h e  L a c  r e g i o n ,  w o u l d  g i v e  w h i t e  p l a q u e s .  T h e  m e c h a n i s m  f o r  
t h e  p r o d u c t i o n  o f  c o l o r e d  p l a q u e s  w i l l  b e  d i s c u s s e d  i n  t h e  n e x t  s e c t i o n .  
I n  o r d e r  f o r  M 1 3 m p l  t o  b e  a  m o r e  u s e f u l  c l o n i n g  v e c t o r ,  r e s t r i c t i o n  
e n z y m e  s i t e s  n e e d e d  t o  b e  l o c a t e d  i n  t h e  D N A  o f  t h e  c o d i n g  r e g i o n  f o r  
3  b e t a - g a l a c t o s i d a s e .  T h i s  w a s  a c c o m p l i s h e d  b y  t r e a t i n g  M 1 3 m p l  w i t h  N - [  H 3  
m e t h y l - N - n  i  t r o s o u r e a  w h i c h  m e t h y l  a t e s  g u a n i n e s  a t  t h e  0 * ^  p o s i t i o n  
( G r o n e n b o r n  a n d  M e s s i n g ,  1 9 7 8 ) .  T h e  s i n g l e  s t r a n d e d  v i r a l  D N A  w a s  t r e a t e d  
w i t h  l o w  l e v e l s  o f  t h i s  c o m p o u n d  a n d  a  n e w  M l 3  v e c t o r  c a l l e d  M 1 3 m p 2  w a s  
i s o l a t e d .  M 1 3 m p 2  h a d  a  n e w  E c o  R I  s i t e  i n  t h e  D N A  s e q u e n c e  c o d i n g  f o r  t h e  
f o u r t h ,  f i f t h ,  a n d  s i x t h  a m i n o  a c i d s  o f  b e t a - g a l a c t o s i d a s e .  T h e  s e q u e n c e  
A C G  G A T  T C A  f o u n d  i n  m p l  h a t '  b e e n  c h a n g e d  t o  A C G  A A T  T C A .  T h e  b o l d f a c e  
t y p e  i n d i c a t e s  t h e  n e w  E c o  R I  s i t e  ( G r o n e n b o r n  a n d  M e s s i n g ,  1 9 7 8 ) .  T h e  
n e w  v e c t o r ,  M 1 3 m p 2 ,  s t i l l  p r o d u c e d  a  f u n c t i o n a l  b e t a - g a l a c t o s i d a s e  
p o l y p e p t i d e  f r a g m e n t ,  a n d  b l u e  p l a q u e s  f o r m e d  o n  i n d i c a t o r  p l a t e s .  
H o w e v e r ,  u p o n  i n s e r t i o n  o f  f o r e i g n  D N A  i n t o  t h e  E c o  R I  s i t e  o f  M 1 3 m p 2 ,  t h e  
b e t a - g a l a c t o s i d a s e  p o l y p e p t i d e  f r a g m e n t  w a s  n o  l o n g e r  f u n c t i o n a l ,  a n d  
w h i t e  p l a q u e s  w e r e  o b s e r v e d  
I n  o r d e r  t o  m a k e  t h e  M 1 3 m p 2  s y s t e m  e v e n  m o r e  f l e x i b l e  f o r  c l o n i n g ,  
D N A  f r a g m e n t s  c o n t a i n i n g  s e v e r a l  r e s t r i c t i o n  e n d o n u c l e a s e  s i t e s  w e r e  
s y n t h e s i z e d  i n  u l i c a ,  a n d  i n s e r t e d  i n t o  t h e  E c o  R I  s i t e  o f  M 1 3 m p 2 .  T h e  
r e s t r i c t i o n  s i t e s  w e r e  c h o s e n  s o  t h a t  t h e y  w o u l d  o c c u r  i n  M l 3  o n l y  o n c e .  
T h e  n e w l y  c o n s t r u c t e d  p h a g e s  s t i l l  p r o d u c e d  a  f u n c t i o n a l  b e t a -
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g a l a c t o s i d a s e  - f r a g m e n t  u n l e s s  - f o r e i g n  D N A  w a s  i n s e r t e d  i n t o  o n e  o f  t h e  r  
r e s t r i c t i o n  s i t e s .  T h e  - f i r s t  s u c h  v e c t o r  w a s  M 1 3 m p 7  ( B R L ,  1 9 8 0 ) ,  - f o l l o w e d  
b y  M 1 3 m p 8 ,  a n d  m p 9  ( s e e  A p p e n d i x  A ) .  M o s t  o f  t h e  M l 3  s u b c l o n i n g  i n  t h i s  
s t u d y  u s e d  M 1 3  m p 8 .  
Elague focmaiion 
A s  n o t e d  i n  t h e  p r e v i o u s  s e c t i o n ,  t h e  M l 3  b a c t e r i o p h a g e  p r o d u c e s  
' t u r b i d " '  p l a q u e s  w h i c h  a p p e a r  b l u e  o r  w h i t e  d e p e n d i n g  o n  w h e t h e r  a  p i e c e  
o f  f o r e i g n  D N A  h a s  b e e n  i n s e r t e d  i n t o  t h e  c l o n i n g  r e g i o n  o f  t h e  v i r u s .  
T h i s  c o l o r  s e l e c t i o n  i s  b a s e d  o n  a n  i n s e r t i o n a l  i n a c t i v a t i o n  o f  t h e  b e t a -
g a l  a c t o s i d a s e  g e n e .  T h i s  c o l o r  s e l e c t i o n  d e p e n d s  o n  m u t a t i o n s  i n  a  s t r a i n  
o f  c o l l  K 1 2  ( J M 1 0 3 )  a s  w e l l  a s  m u t a t i o n s  i n  t h e  F  e p i s o m e .  T h i s  
s e c t i o n  w i l l  f i r s t  d e s c r i b e  t h e s e  m o d i f i c a t i o n s  s e p a r a t e l y  a n d  t h e n  
d e s c r i b e  h o w  t h e y  i n t e r a c t  t o  p r o d u c e  t h e  c o l o r  s e l e c t i o n .  
J M 3  0 3  i s  a  m o d i f i e d  £ .  c a l l  K 1 2  s t r a i n  w h i c h  i s  p r o l i n e  d e f i c i e n t .  
A l s o ,  t h e  L a c  p r o m o t e r  r e g i o n  o n  t h e  b a c t e r i a l  c h r o m o s o m e  h a s  b e e n  d e l e t e d  
( B R L ,  1 9 8 0 ) .  
T h e  F  e p i s o m e  c o m p l i m e n t s  t h e  b a c t e r i a l  p r o l i n e  d e f i c i e n c y .  I t  a l s o  
c o n t a i n s  t h e  L a c  o p e r o n  w i t h  a  d e l e t i o n  o f  p a r t  o f  t h e  s t r u c t u r a l  g e n e  f o r  
b e t a - g a l a c t o s i d a s e .  I n  a d d i t i o n  t o  t h i s  d e l e t i o n ,  t h e r e  i s  a  d e l e t i o n  i n  
t h e  L a c  r e p r e s s o r  g e n e  ( I  g e n e )  w h i c h  l e a d s  t o  o v e r p r o d u c t i o n  o f  l a c  
r e p r e s s o r  ( B R L ,  1 9 8 0 ) .  
T h e  M 1 3  v i r u s  c o n t a i n s  t h e  I  g e n e ,  o p e r a t o r ,  p r o m o t e r ,  a n d  p a r t  o f  
t h e  b e t a - g a l a c t o s i d a s e  g e n e  i n  t h e  c l o n i n g  r e g i o n .  T h e  e n g i n e e r e d  
r e s t r i c t i o n  e n d o n u c l e a s e  s i t e s  u s e d  f o r  c l o n i n g  a r e  l o c a t e d  w i t h i n  t h e  
b e t a - g a l a c t o s i d a s e  g e n e  e l e m e n t  ( B R L ,  1 9 8 0 ) .  
16  
T h e  c o m p l i m e n t â t  i o n  o f  t h e  b a c t e r i a l  p r o l i n e  d e f i c i e n c y  b v  t h e  F  
e p i s o m e  p r o v i d e s  a  s e l e c t i v e  m e c h a n i s m  f o r  t h e  r e t e n t i o n  o f  t h e  F  e p i s o m e .  
A  J M 1 0 3  b a c t e r i u m  w h i c h  c o n t a i n s  t h e  F  e p i s o m e  i s  s t i l l  l a c  b e c a u s e  o f  
t h e  p a r t i a l  d e l e t i o n  o f  t h e  e p i s o m a l  Z  g e n e .  I f  a n  M l 3  v i r u s  o f  t h e  m p  
s e r i e s  i n f e c t s  t h i s  c e l l  t h e  b a c t e r i u m  i s  t h e n  l a c ^ ,  b e c a u s e  t h e  F  e p i s o m e  
a n d  t h e  v i r u s  p r o d u c e  d i f f e r e n t  f u n c t i o n a l  f r a g m e n t s  o f  b e t a -
g a l  a c t o s i d a s e .  T h e s e  d i f f e r e n t  f u n c t i o n a l  f r a g m e n t s  a r e  a b l e  t o  c o m b i n e  
i n  t h e  c y t o p l a s m  o f  t h e  b a c t e r i u m  t o  p r o d u c e  a  f u n c t i o n a l  b e t a -
g a l  a c t o s i d a s e  m o l e c u l e .  T h e  o v e r p r o d u c t i o n  o f  l a c  r e p r e s s o r  m e a n s  t h a t  
a l l  t h e  L a c  o p e r a t o r s  h a v e  b o u n d  r e p r e s s o r ,  s o  e v e n t h o u g h  t h e  g e n o t y p e  i  =  
^  —  
l a c  ,  t h e  p h e n o t y p e  i s  l a c  .  
T o  a c t i v a t e  t h e  L a c  o p e r a t o r ,  t h e  n o n m e t a b o l i z e d  i n d u c e r  i s o p r o p / l -
b e t a - D - t h 1 o g a l a c t o p y r a n o s i d e  o r  I P T 6  i s  a d d e d  t o  t h e  m e d i u m .  I P T G  b i n d s  
t o  t h e  l a c  r e p r e s s o r  m o l e c u l e  r e l e a s i n g  i t  f r o m  t h e  o p e r a t o r  s o  
t r a n s c r i p t i o n  o f  b e t a - g a l a c t o s i d a s e  w i l l  t a k e  p l a c e .  A n  e x o g e n o u s  
s u b s t r a t e  f o r  b e t a - g a l a c t o s i d a s e  i s  a l s o  a d d e d  t o  t h e  m e d i u m .  T h i s  i s  a  
l a c t o s e  a n a l o g  5 - b r o m o ,  4 - c h l o r o ,  3 - i n d o l y l - b e t a - D - g a l a c t o s i d e  o r  X g a l  .  
W h e n  X g a l  i s  m e t a b o l i z e d ,  a  b l u e  c o l o r  i s  p r o d u c e d .  
T h e  J M 1 0 3  b a c t e r i u m ,  c o n t a i n i n g  t h e  F  e p i s o m e  a n d  i n f e c t e d  w i t h  a n  
M l 3  v i r u s ,  g r o w n  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  I P T G  p r o d u c e s  a  f u n c t i o n a l  b e t a -
g a l  a c t o s i d a s e ,  a n d  X g a l  w i l l  b e  m e t a b o l i z e d  t o  p r o d u c e  a  b l u e  p l a q u e .  
H o w e v e r ,  i f  t h e  M l 3  v i r u s  c o n t a i n s  a n  i n s e r t i o n  o f  D N A ,  t h e  b e t a -
g a l  a c t o s i d a s e  w i l l  n o t  b e  f u n c t i o n a l ,  X g a l  c a n n o t  b e  m e t a b o l i z e d ,  a n d  a  
w h i t e  p l a q u e  r e s u l t s  ( B R L ,  1 9 8 0 ) .  
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D N A  S e q u e n c i n g  
T w o  m e t h o d s  o f  D N A  s e q u e n c i n g  w e r e  u s e d  i n  t h i s  p r o j e c t :  ' d  i  d e o x  y '  
a n d  M a x a m - G i 1 b e r t .  
D i d e o K X  D N A  s & q u e m c l a g  
D i d e o x y  D N A  s e q u e n c i n g  w a s  d e v e l o p e d  b y  S a n g e r ,  e t  a l .  ( 1 9 7 7 ) .  T h i s  
m a k e s  u s e  o - f  D N A  p o l y m e r a s e  I ' s  i n a b i l i t y  t o  e x t e n d  a  D N A  c h a i n  w h i c h  
t e r m i n a t e s  i n  a  2 ' ' , 3 ' - d i  d e o x y n u c l  e o t  i  d e  .  T h i s  p r o c e d u r e  u t i l i z e s  t h e  
K l e n o w  f r a g m e n t  o f  D N A  p o l y m e r a s e  I  w h i c h  l a c k s  t h e  3 ' - 5 '  e x o n u c l e a s e  
a c t i v i t y  ( J a c o b s e n ,  e t  a l . ,  1 9 7 4 ) ,  b u t  w h i c h  c a n  s t i l l  s y n t h e s i z e  a  
c o m p l i m e n t a r y  c o p y  o f  a  s i n g l e  s t r a n d e d  D N A  t e m p l a t e  p r o v i d e d  i t  i s  p r i m e d  
w i t h  a  s h o r t  d o u b l e  s t r a n d e d  D N A  r e g i o n .  
T h e  M 1 3  c l o n i n g  v e c t o r s  a r e  i d e a l  f o r  t h i s  s e q u e n c i n g  m e t h o d  
( M e s s i n g ,  e t  a l . ,  1 9 8 1 ) .  T h e  v i r u s  i s  s i n g l e  s t r a n d e d  D N A  w h i c h  m e a n s  
t h a t  a  l a r g e  q u a n t i t y  o f  p u r e  t e m p l a t e  c a n  b e  e a s i l y  o b t a i n e d .  A l l  t h e  
c l o n i n g  s i t e s  a r e  c l u s t e r e d  i n  o n e  s m a l l  r e g i o n  o f  t h e  v i r a l  D N A ,  s o  t h a t  
a  s i n g l e  u n i v e r s a l  p r i m e r  c a n  b e  u s e d  t o  s e q u e n c e  2 0 0 - 3 0 0  n u c l e o t i d e s  i n t o  
e a c h  c l o n e d  p i e c e  o f  D N A .  P r i o r  t o  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  t h e  M l 3  c l o n i n g  
v e c t o r s ,  a  s p e c i f i c  p r i m e r  h a d  t o  b e  m a d e  f o r  e v e r y  2 0 0  b a s e  p a i r s  
s e q u e n c e d .  
F o u r  r e a c t i o n s  a r e  r o u t i n e l y  s e t  u p ,  e a c h  c o n t a i n i n g  t h e  f o u r  
3 2  d e o x y n u c 1 e o s i d e  t r i p h o s p h a t e s  ( o n e  o f  w h i c h  i s  l a b e l l e d  w i t h  P )  a n d  o n e  
o f  t h e  d i d e o x y n u c ! e o s i d e  t r i p h o s o p h a t e s  ( B R L ,  1 9 8 0 ;  G r o s s m a n  a n d  M o l d a v e ,  
1 9 8 0 ,  p . 4 9 9 ) .  T h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  d e o x y  a n d  d i d e o x y n u c l e o s i d e  
t r i p h o s p h a t e s  i s  s u c h  t h a t  a  d i d e o x y n u c 1 e o s i d e  t r i p h o s p h a t e  w i l l  b e  
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r a n d o m l y  i n c o r p o r a t e d  o n c e  p e r  1 0 0 - 2 0 0  n u c l e o t i d e s  a t  e v e r y  p o s i t i o n  i n  
t h e  c o m p l i m e n t a r y  s t r a n d  w h e r e  t h a t  b a s e  a p p e a r s .  T h e  f o u r  r e a c t i o n  
m i x t u r e s  a r e  e l e c t r o p h o r e s e d  o n  a  t h i n  p o l y a c r y l a m i  d e  g e l  a n d  t h e  s e q u e n c e  
v i s u a l i z e d  b y  a u t o r a d i o g r a p h y .  S i n c e  t h e  p r i m e r  i s  l o c a t e d  a t  t h e  5 '  e n d  
o f  t h e  s e q u e n c e d  s t r a n d  o f  D N A ,  t h e  s e q u e n c e  r e a d  f r o m  t h e  b o t t o m  t o  t h e  
t o p  o f  t h e  g e l  i s  i n  t h e  5 ' - 3 '  d i r e c t i o n .  
Maxam-Bilhari DbJA saquaariag 
T h e  M a x a m - G i 1 b e r t  D N A  s e q u e n c i n g  m e t h o d  ( M a x a m  a n d  G i l b e r t ,  1 9 7 7 )  i s  
b a s e d  o n  c h e m i c a l  r e m o v a l  o f  t h e  D N A  b a s e s  f o l l o w e d  b y  c h a i n  b r e a k a g e .  I n  
t h i s  m e t h o d ,  t h e  D N A  t o  b e  s e q u e n c e d  c a n  b e  a n y  l e n g t h ,  a l t h o u g h  o n l y  2 0 0 -
3 0 0  n u c l e o t i d e s  f r o m  t h e  l a b e l l e d  e n d  c a n  b e  d e t e r m i n e d  a t  o n e  t i m e .  T h i s  
m e t h o d  c a n  u s e  s i n g l e  o r  d o u b l e  s t r a n d e d  D N A  a s  t h e  s t a r t i n g  m a t e r i a l  w i t h  
t h e  s t i p u l a t i o n  t h a t  o n l y  o n e  s t r a n d  a n d  o n l y  o n e  e n d  o f  t h a t  s t r a n d  i ;  
1  a b e l i e d  w i t h  .  
T h e  b a s e s  i n  t h e  D N A  a r e  m o d i f i e d  u s i n g  h y d r a z i n e  t o  m o d i f y  C ' s  a n d  
T ' s ,  h y d r a z i n e  p l u s  1 . 5 M  N a C l  t o  m o d i f y  o n l y  C ' s ,  f o r m i c  a c i d  p l u s  
p i  p e r i  d i n e  t o  m o d i f y  A ' s  a n d  G ' s ,  a n d  d i m e t h y l  s u l f a t e  t o  m o d i f y  o n l y  G ' s .  
A f t e r  b a s e  m o d i f i c a t i o n  a n d  r e m o v a l  o f  t h e  m o d i f i e d  b a s e ,  t h e  p h o s p h a t e  
b a c k b o n e  o f  t h e  D N A  c h a i n  i s  c l e a v e d  a t  t h e  m o d i f i c a t i o n  b y  p i p e r i d i n e  
( G r o s s m a n  a n d  M o l d a v e ,  1 9 8 0 ,  p . 4 9 9 ) .  T h e  m i x t u r e s  o f  D N A  f r a g m e n t s  
c l e a v e d  i n  v a r i o u s  p o s i t i o n s  a r e  e l e c t r o p h o r e s e d  o n  t h e  s a m e  t y p e  g e l s  a s  
t h e  d i d e o x y  s e q u e n c i n g  m e t h o d .  H o w e v e r ,  t h e  a u t o r a d i o g r a p h i c  b a n d  p a t t e r n  
i s  d i f f e r e n t .  T o  r e a d  t h e  M a x a m - G i l b e r t  s e q u e n c e s ,  t h e  l a n . e  c o n t a i n i n g  
t h e  r e a c t i o n s  f o r  m o d i f y i n g  G ' s  a n d  A ' s  i s  c o m p a r e d  w i t h  t h a t  i n  w h i c h  
o n l y  G ' s  a r e  m o d i f i e d .  T h e  C  a n d  T  l a n e  a n d  t h e  C  l a n e  a r e  a l s o  c o m p a r e d .  
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B a n d s  w h i c h  a p p e a r  i n  b o t h  t h e  c o m p a r e d  l a n e s  a r e  G ' s  o r  C ' s ,  a n d  t h o s e  
w h i c h  a r e  o n l y  i n  o n e  o f  t h e  l a n e s  a r e  T ' s  o r  A ' s .  T h e  o t h e r  f a c t o r  w h i c h  
h a s  t o  b e  t a k e n  i n t o  c o n s i d e r a t i o n  w h e n  r e a d i n g  a  M a x a m - G i 1 b e r t  g e l  i s  
w h e t h e r  t h e  3 '  o r  5 '  e n d  o f  t h e  s e q u e n c e d  D N A  i s  l a b e l l e d ,  T h i s  
d e t e r m i n e s  w h e t h e r  t h e  s e q u e n c e  r e a d  f r o m  t h e  b o t t o m  t o  t h e  t o p  o f  t h e  g e l  
i s  i n  t h e  3 ' - 5 '  o r  5 ' - 3 '  d i r e c t i o n .  
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M A T E R I A L S  A N D  M E T H O D S  
T h i s  s e c t i o n  d e s c r i b e s  t h e  p r o c e d u r e s ,  a n d  t h e  m a t e r i a l s  u s e d  i n  a l l  
e x p e r i m e n t s .  S o l u t i o n s  a n d  b u f f e r s  u s e d  i n  t h i s  s e c t i o n  a r e  d e f i n e d  i n  
A p p e n d i x  B .  D r a w i n g s  o f  s o m e  o f  t h e  a p p a r a t u s  u s e d  c a n  b e  f o u n d  i n  
A p p e n d i x  C .  
B a c t e r i a l  S t r a i n s ,  V i r a l  S t r a i n s ,  P l a s m i d s ,  
a n d  G r o w t h  C o n d i t i o n s  
—  « «  ^  
E .  c o l l  H B l O l  ( r  K ,  m  K ,  d a m  ,  d c m  )  w a s  u s e d  a s  t h e  h o s t  b a c t e r i a l  
s t r a i n  f o r  t h e  p l a s m i d  p B R 3 2 2  ( B o l i v a r ,  e t  a l . ,  1 9 7 7 b )  a n d  p B R 3 2 2  d e r i v e d  
r e c o m b i n a n t  p l a s m i d s .  H B l O l  w a s  g r o w n  i n  L B  m e d i u m  a t  3 7 ° C  w i t h  v i g o r o u s  
s h a k i n g .  H B l O l  c e l l s  c o n t a i n i n g  p l a s m i d  w e r e  g r o w n  i n  L B  m e d i u m  p l u s  2 0 0  
u g s / m l  a m p  i c i  1 1  i n .  
£ .  f a l l  J M 1 0 3  ( A l a c p r o ,  t h i ,  s t r A ,  e n d A ,  s b c B l S ,  h s d R 4 ,  s u p E ,  
F ' t r a D 3 6 ,  p r o A B ,  l a c l ^ ,  Z Û M 1 5 )  w a s  u s e d  a s  t h e  h o s t  s t r a i n  f o r  
b a c t e r i o p h a g e s  M 1 3 m p 7 ,  M 1 3 m p 8 ,  a n d  M 1 3 m p 9  ( B R L ,  1 9 8 0 ) .  T h e  J M 1 0 3  c e l l s  
w e r e  g r o w n  i n  Y T  m e d i u m  a t  3 7 ° C  w i t h  v i g o r o u s  s h a k i n g .  T h e  J M 1 0 3  c e l l s  
w e r e  s t o r e d  i n  5 0 %  g l y c e r o l  a t  - 7 0 ° C  a n d  p e r i o d i c a l l y  r e p l a t e d  o n  Y T  
m i n i m a l  a g a r  p l a t e s  t o  i n s u r e  t h e  r e t e n t i o n  o f  t h e  F  e p i s o m e .  
P h a g e  s t o c k s  w e r e  a s s a y e d  b y  a  p l a q u e  a s s a y  m e t h o d  ( B R L ,  1 9 8 0 ) .  Y T  
m e d i u m  w a s  i n o c u l a t e d  w i t h  a  f r e s h  l o o p  o f  J M 1 0 3  a n d  t h i s  w a s  a l l o w e d  t o  
Q  
r e a c h  a  c e l l  d e n s i t y  o f  5 x 1 0  c e l l s / m l .  0 . 3  m l  s  o f  t h e s e  e x p o n e n t i a l l y  
g r o w i n g  c e l l s  w e r e  e i t h e r  m i x e d  w i t h  0 . 1  m l  o f  1 0 0 - f o l d  s e r i a l  d i l u t i o n s  
o f  t h e  p h a g e  s t o c k ,  o r  t h e  t o t a l  t r a n s f o r m a t i o n  m i x t u r e .  1 0  u l s  o f  1 0 0  m M  
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I P T G  i n  w a t e r  a n d  3 5  u l s  o f  2 %  X g a l  i n  d e  i o n i z e d  f o r m a m i d e  w e r e  a d d e d  t o  
e a c h  t u b e  o f  e i t h e r  t r a n s f o r m e d  J M 1 0 3  o r  J M 1 0 3  p l u s  p h a g e .  4 . 0  m i s  o f  Y T  
s o f t  a g a r  a t  4 2 ° C  w e r e  a d d e d  t o  e a c h  t u b e ,  t h e  c o n t e n t s  m i x e d  g e n t l y ,  a n d  
t h e  e n t i r e  m i x t u r e  p o u r e d  o n t o  Y T  a g a r  p l a t e s  a n d  i n c u b a t e d  o v e r n i g h t  a t  
3 7 ° C .  
W h e n  a s s a y i n g  f o r  t r a n s f o r m a t i o n ,  c o n t r o l  p l a t e s  c o n t a i n i n g  j u s t  t h e  
J M 1 0 3  c e l l s  ( c h e c k  f o r  c o n t a m i n a t i n g  v i r u s ) ,  a n d  t h o s e  c o n t a i n i n g  2  n g s  o f  
M 1 3 m p 8  R F  ( c h e c k  f o r  t r a n s f o r m a t i o n  e f f i c i e n c y )  w e r e  r u n  i n  p a r a l l e l .  
B l u e  p l a q u e s  o n  p l a t e s  i n d i c a t e d  u n d i g e s t e d  o r  r e l i g a t e d  M 1 3 m p 8 ,  w h i l e  
w h i t e  p l a q u e s  i n d i c a t e d  a  d e l e t i o n  o r  i n s e r t i o n  o f  D N A  i n t o  t h e  b e t a -
g a l  a c t o s i d a s e  g e n e .  
W h e n  a s s a y i n g  f o r  p h a g e  c o n c e n t r a t i o n ,  a  c o n t r o l  p l a t e  w i t h  j u s t  
J M 1 0 3  w a s  p o u r e d  a l o n g  w i t h  t h e  s e r i a l  d i l u t i o n  p l a t e s .  P h a g e  
c o n c e n t r a t i o n s / m l  w e r e  c a l c u l a t e d  b y  t a k i n g  t h e  n u m b e r  o f  b l u e  p l a q u e s  o n  
a  p l a t e ,  m u l t i p l y i n g  t h a t  n u m b e r  b y  1 0 ,  a n d  c o r r e c t i n g  f o r  t h e  a p p r o p r i a t e  
d i l u t i o n .  
A  s m a l l  c o l l e c t i o n  o f  r e c o m b i n a n t  p l a s m i d s  w a s  u s e d  a s , a  s o u r c e  o f  
s p e c i f i c  r e p e t i t i v e  b o v i n e  D N A  s e q u e n c e s .  T h e s e  r e c o m b i n a n t  p l a s m i d s  h a d  
b e e n  p r e v i o u s l y  c r e a t e d  b y  P e t e r  G o o d  i n  o u r  l a b o r a t o r y  b y  t h e  s h o t g u n  
c l o n i n g  o f  B a m  H I  f r a g m e n t s  o f  b o v i n e  D N A  i n t o  t h e  B a m  H I  s i t e  o f  p B R 3 2 2 .  
S e l e c t i o n  f o r  t h e  p r e s e n c e  o f  r e p e t i t i v e  D N A  s e q u e n c e s  i n  t h e s e  c l o n e s  w a s  
b y  c o l o n y  h y b r i d i z a t i o n  w i t h  t r i t i u m  l a b e l l e d  t o t a l  c a l f  t h y m u s  D N A .  
T h e s e  p l a s m i d s  h a v e  b e e n  d e s i g n a t e d  a s  t h e  p P G  s e r i e s  ( p P 6 A 7 ,  e t c . )  a n d  
t h e  p l a s m i d s  p P 6 A 7  a n d  p P 6 B 9  w e r e  s e l e c t e d  f o r  f u r t h e r  s t u d y .  
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P u r i f i c a t i o n  o f  C a l f  T h y m u s  D N A  
B o v i n e  D N A  w a s  p r e p a r e d  f r o m  f r o z e n  c a l f  t h y m u s  w h i c h  h a d  p r e v i o u s l y  
b e e n  o b t a i n e d  f r o m  t h e  I o w a  S t a t e  U n i v e r s i t y  m e a t  l a b .  1 0 . 0  g r a m s  o f  c a l f  
t h y m u s  a n d  1 2 0  m l  s  o f  s a l i n e - E D T A  w e r e  h o m o g e n i z e d  i n  t h e  c o l d  u s i n g  a  
W a r i n g  B l e n d e r .  T h e  b l e n d e r  w a s  c o n n e c t e d  t o  a  v a r i a b l e  t r a n s f o r m e r  a n d  
r u n  a t  8 5 V  f o r  3 0  s e c o n d s  a n d  t h e n  2 0 V  f o r  3  m i n u t e s .  T h e  h o m o g e n a t e  w a s  
s t r a i n e d  t h r o u g h  t w o  l a y e r s  o f  M i r a c l o t h  < C a l b i o c h e m ) ,  p u t  i n t o  5 0  m l  
p l a s t i c  c e n t r i f u g e  t u b e s ,  a n d  c e n t r i f u g e d  i n  t h e  c o l d  f o r  1 0  m i n u t e s  a t  
3 5 0 0 r p m  i n  a n  I  E C  m o d e l  H R I  c e n t r i f u g e .  
E a c h  p e l l e t  w a s  r e s u s p e n d e d ,  u s i n g  a  m e t a l  s p a t u l a ,  i n  1 5 - 2 5  m i s  o f  
c o l d  s a l i n e - E D T A ,  a n d  i f  n e c e s s a r y ,  h o m o g e n i z e d  g e n t l y  w i t h  a  g l a s s - t e f l o n  
h o m o g e n i z e r  t o  t h o r o u g h l y  r e s u s p e n d  t h e  p e l l e t s .  T h e  h o m o g e n a t e  w a s  t h e n  
c e n t r i f u g e d  i n  t h e  c o l d  f o r  a n o t h e r  1 0  m i n u t e s  a t  3 5 0 0 r p m .  E a c h  p e l l e t  
was resuspended in 20 mis of cold 10 mM TRIS (pH8) and adjusted to 0.5 M 
N a C l  a n d  2 %  S D S .  T h e  r e s u l t i n g  v i s c o u s  s o l u t i o n s  w e r e  t h e n  d i l u t e d  w i t h  
1 0  m M  T R I S  ( p H 8 ) ,  0 . 5  M  N a C l ,  2 %  S D S  u n t i l  t h e y  w e r e  v i s c o u s  b u t  p o u r a b l e  
( a b o u t  1 2 0  m l  s  f i n a l  v o l u m e ) .  
A n  e q u a l  v o l u m e  o f  r e d i s t i l l e d ,  w a t e r  s a t u r a t e d  p h e n o l  w a s  a d d e d ,  t h e  
m i x t u r e  s h a k e n  i n  t h e  c o l d  f o r  1 5  m i n u t e s ,  t r a n s f e r r e d  t o  2 5 0  m l  s  g l a s s  
c e n t r i f u g e  b o t t l e s  a n d  c e n t r i f u g e d  i n  t h e  c o l d  f o r  5  m i n u t e s  a t  2 0 0 0 r p m .  
T h e  a q u e o u s  D N A  c o n t a i n i n g  l a y e r  ( t o p  l a y e r )  w a s  r e m o v e d  w i t h  a  l a r g e  
p i  p e t .  I f  t h e  a q u e o u s  l a y e r  c o u l d  n o t  b e  r e m o v e d  w i t h o u t  t h e  p h e n o l  l a y e r  
m i x i n g  i n ,  t h e n  i t  w a s  d i l u t e d  w i t h  a d d i t i o n a l  1 0  m M  T R I S  ( p H 8 ) ,  0 . 5  M  
N a C l ,  2 %  S D S  a n d  r e c e n t r i f u g e d .  T h i s  a q u e o u s  l a y e r  w a s  t r e a t e d  
s u c c e s s i v e l y  w i t h  1 0  u g s / m l  o f  R N A s e  A  ( S I G M A )  f o r  4 5  m i n u t e s  a t  3 7 ° C  a n d  
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• f o r  2  h o u r s  a t  3 7 ° C  w i t h  1 0 0  u g s / m l  o f  p r o n a s e ,  w h i c h  h a d  b e e n  p r e v i o u s l y  
a u t o d i g e s t e d  f o r  3 0  m i n u t e s  a t  3 7 ° C .  T h e  D N A  s o l u t i o n  w a s  p h e n o l  
e x t r a c t e d  a s  b e f o r e  a n d  t r e a t e d  a g a i n  w i t h  1 0 0  u g s / m l  p r o n a s e  f o r  2  h o u r s  
a t  3 7 ° C ,  f o l l o w e d  b y  t w o  a d d i t i o n a l  p h e n o l  e x t r a c t i o n s .  
A f t e r  t h e  l a s t  p h e n o l  e x t r a c t i o n ,  2  v o l u m e s  o f  i c e  c o l d  9 5 %  e t h a n o l  
w e r e  a d d e d  t o  t h e  a q u e o u s  l a y e r  a n d  t h e  D N A  w a s  s p o o l e d  o n t o  a  g l a s s  r o d .  
T h e  r o d  p l u s  D N A  w a s  p u t  i n t o  a  g l a s s  s c r e w  c a p  t u b e  c o n t a i n i n g  5 - 1 0  m l  s  
o f  1 0  m M  T R I S  ( p H 8 ) ,  1  m M  E D T A  ( T E )  s o l  u t i i o n ,  a n d  t h e  D N A  w a s  a l l o w e d  t o  
d i s s o l v e  o v e r n i g h t  a t  4 ° C .  T h e  d i s s o l v e d  c a l f  t h y m u s  D N A  w a s  d i a l y z e d  
a g a i n s t  t w o ,  o n e  l i t e r  c h a n g e s  o f  1 0  m M  T R I S  ( p H 8 ) ,  1  m M  E D T A .  
T h e  p u r i t y  o f  t h e  D N A  w a s  d e t e r m i n e d  b y  m e a s u r i n g  a b s o r b a n c e s  a t  
2 3 0  ,  2 6 0  ,  a n d  2 8 0  u s i n g  a  B e c k m a n  m o d e l  D U  s p e c t r o p h o t o m e t e r .  T h e  
n m  n m  n m  ^  
D N A  w a s  c o n s i d e r e d  t o  b e  a d e q u a t e l y  p u r i f i e d  i f  t h e  A g ^ g / A g g g  w a s  g r e a t e r  
t h a n  1 , 8  a n d  t h e  A g ^ g / A g ^ g  w a s  b e t w e e n  0 . 4  a n d  0 . 5 .  I f  t h e  r a t i o s  w e r e  
n o t  c l o s e  t o  t h e s e  v a l u e s ,  t h e  D N A  w a s  p r o n a s e d ,  p h e n o l  e x t r a c t e d ,  e t h a n o l  
p r e c i p i t a t e d ,  r e d i s s o l v e d ,  a n d  t h e  a b s o r b a n c e s  c h e c k e d  a g a i n .  
R a d i o a c t i v e l y  L a b e l l e d  B o v i n e  D N A  
T r i t i a t e d  b o v i n e  D N A  w a s  p u r i f i e d  f r o m  b o v i n e  c u l t u r e d  c e l l s  g r o w n  i n  
3  t h e  p r e s e n c e  o f  " H  t h y m i d i n e .  1 8 0  m l  s  o f  c u l t u r e d  b o v i n e  k i d n e y  c e l l s  a t  
0  1 . 2 x 1 0  c e l l s / m l  i n  M E M - E a g l e s  m e d i u m  ( m i n u s  t h y m i d i n e ) ,  s u p p l e m e n t e d  w i t h  
1 0 %  f e t a l  c a l f  s e r u m ,  p e n i c i l l i n  a n d  s t r e p t o m y c i n ,  w e r e  o b t a i n e d  f r o m  D r .  
G e r a l d  W o o d e ,  D e p a r t m e n t  o f  V e t e r i n a r y  M i c r o b i o l o g y ,  I o w a  S t a t e  
2 U n i v e r s i t y ,  T h e  c e l l s  w e r e  d i v i d e d  a m o n g  n i n e  7 5 c m  p l a s t i c  c u l t u r e  
3  
• f l a s k s  a n d  i n c u b a t e d  w i t h  5 5 u C i  o f  H - t h y m i d i n e  ( N e w  E n g l a n d  N u c l e a r ,  S A  
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2  C i / m M o l )  a t  3 7 ° C  w i t h  C O ^  a n d  h u m i d i t y .  T h e  f l a s k s  w e r e  a l l o w e d  t o  
b e c o m e  c o n f l u e n t ,  w h i c h  t o o k  4 8  h o u r s .  
T h e  m e d i u m  w a s  p o u r e d  o f f  a n d  e a c h  b o t t l e  w a s h e d  w i t h  3 . 0  m l  s  o f  a  
t r y p s i n  s o l u t i o n .  5 . 0  m l  s  o f  t h e  t r y p s i n  s o l u t i o n  w e r e  t h e n  a d d e d  t o  e a c h  
b o t t l e  a n d  l e f t  u n t i l  t h e  c e l l s  s t a r t e d  t o  d e t a t c h .  T h e  a c t i o n  o f  t r y p s i n  
w a s  s t o p p e d  b y  a d d i n g  3 . 0  m i s  o f  c a l f  s e r u m  a n d  3 . 0  m l  s  o f  M E M  m e d i u m  t o  
e a c h  b o t t l e .  A  s t e r i l e  r u b b e r  p o l i c e m a n  w a s  u s e d  t o  s c r a p e  c e l l s  o f f  t h e  
b o t t l e s  a n d  t h e  c e l l s  w e r e  c e n t r i f u g e d  a t  l O O O r p m  f o r  1 0  m i n u t e s .  T h e  
s u p e r n a t a n t s  w e r e  p o u r e d  o f f  a n d  e a c h  c e l l  p e l l e t  r e s u s p e n d e d  i n  1 . 0  m l  o f  
c o l d  T N K M .  A l l  c e l l s  w e r e  t h e n  c o m b i n e d  i n t o  a  s i n g l e  c e n t r i f u g e  t u b e  a n d  
p e l l e t e d  a g a i n  a t  l O O O r p m  f o r  1 0  m i n u t e s  i n  t h e  c o l d .  
T h e  r e s u l t i n g  p e l l e t  w a s  r e s u s p e n d e d  i n  4 . 5  m l  s  c o l d  T N K M  a n d  0 . 5  m l  s  
o f  1 0 %  T R I T O N  X l O O ,  h o m o g e n i z e d  g e n t l y  w i t h  a  g l a s s - t e f l o n  h o m o g e n i z e r ,  
c e n t r i f u g e d  a t  S O O O r p m  f o r  1 0  m i n u t e s  a t  4 ° C ,  a n d  t h e  p e l l e t  r e s u s p e n d e d  
i n  8 . 0  m i s  o f  c o l d  0 . 0 1  M  T R I S - H C l  ( p H 8 ) .  1 . 0  m l  o f  5 . 0  M  N a C I  a n d  1 . 0  m l  
o f  2 0 ' / .  S D S  w e r e  t h e n  a d d e d  a n d  m i x e d  w e l l  u n t i l  t h e  m i x t u r e  b e c a m e  v e r y  
v i s c o u s .  T h e  h o m o g e n e o u s  s o l u t i o n  w a s  t h e n  i n c u b a t e d  w i t h  1 0  u g s / m l  R N A s e  
f o r  4 5  m i n u t e s  a t  3 7 ° C  f o l l o w e d  b y  1 0 0  u g s / m l  o f  p r e  i n c u b a t e d  p r o n a s e  f o r  
2  h o u r s  a t  3 7 ° C .  T h i s  s o l u t i o n  w a s  p h e n o l  e x t r a c t e d  t w o  t i m e s  a n d  t h e  
a q u e o u s  l a y e r  d i a l y z e d  a g a i n s t  t w o ,  o n e  l i t e r  c h a n g e s  o f  1 0  m M  T R I S ( p H 8 ) ,  
1 . 0  m M  E D T A .  T h e  d i a l y z e d  D N A  s o l u t i o n  w a s  p r o n a s e d ,  p h e n o l  e x t r a c t e d ,  
a n d  d i a l y z e d  a g a i n .  A  f e w  d r o p s  o f  c h l o r o f o r m  w e r e  t h e n  a d d e d  a n d  t h e  D N A  
s o l u t i o n  w a s  s t o r e d  a t  4 ° C .  T h e  s p e c i f i c  a c t i v i t y  o f  t h e  D N A  w a s  
2 . 6 x l 0 ^ c p m / u g D N A .  
25 
P u r i f i c a t i o n  o - f  P I  a s m  i d  a n d  V i r a l  R F  D N A  
Quick% Ixsaiâ pcoceduce 
F o r  s m a l l  q u i c k  p r e p s  o - f  p l a s m i d  o r  v i r a l  R F  D N A s ,  a  ' q u i c k y '  l y s i s  
p r o c e d u r e  w a s  a d a p t e d  f r o m  B i r n b o i m  a n d  D o l y  ( 1 9 7 9 ) .  
P l a s m i d - c o n t a i n i n g  o r  M l 3 - i n - f e c t e d  b a c t e r i a l  c e l l s  w e r e  g r o w n  
o v e r n i g h t  i n  2 . 0  m i s  o - f  L B  o r  Y T  m e d i u m  a t  3 7 ° C  w i t h  s h a k i n g .  T h e  
c u l t u r e s  w e r e  p o u r e d  i n t o  s t e r i l e ,  1 . 5  m l  E p p e n d o r - f  t u b e s  a n d  c e n t r i - f u g e d  
i n  t h e  c o l d  f o r  2  m i n u t e s  i n  t h e  m i c r o - f u g e .  T h e  s u p e r n a t a n t s  w e r e  
d i s c a r d e d  a n d  t h e  c e l l  p e l l e t s  r e s u s p e n d e d  i n  1 0 0  u l s  o - f  2  m g s / m l  e g g  
w h i t e  l y s o z y m e  < S I G M A )  i n  s t e r i l e  5 0  m M  g l u c o s e ,  1 0  m M  E D T A ,  2 5  m M  T R I S  
( p H 8 ) .  T h e  s o l u t i o n s  w e r e  p l a c e d  o n  i c e  - f o r  3 0  m i n u t e s ,  t h e n  2 0 0  u l s  o - f  
0 . 2 N  N a O H  -  1 %  S D S  w e r e  a d d e d  t o  e a c h  t u b e .  T h e  t u b e s  w e r e  v o r t e x e d  a n d  
l e f t  o n  i c e  f o r  a n  a d d i t i o n a l  5  m i n u t e s .  
A f t e r  5  m i n u t e s ,  1 5 0  u l s  o f  3 . 0  M  s o d i u m  a c e t a t e  ( p H 4 . 8 )  w e r e  a d d e d ,  
t h e  t u b e s  w e r e  v o r t e x e d ,  a n d  t h e n  p l a c e d  o n  i c e  f o r  1  h o u r .  F o l l o w i n g  
t h i s  i n c u b a t i o n ,  t h e  t u b e s  w e r e  c e n t r i f u g e d  i n  t h e  m i c r o f u g e  a t  5 ° C  f o r  
1 0 - 1 5  m i n u t e s .  0 . 4  m i s  o f  e a c h  s u p e r n a t a n t  w e r e  t r a n s f e r r e d  t o  a n o t h e r  
s t e r i l e  1 . 5  m l  E p p e n d o r f  t u b e ,  1 . 0  m l  o f  i c e  c o l d  1 0 0 %  e t h a n o l  w a s  t h e n  
a d d e d ,  a n d  t h e  D N A  p r e c i p i t a t e d  a t  - 7 0 ° C  f o r  a t  l e a s t  3 0  m i n u t e s .  T h e  
p r e c i p i t a t e s  w e r e  c o l l e c t e d  b y  a  1 0 - 1 5  m i n u t e  c e n t r i f u g a t i o n  i n  t h e  
m i c r o f u g e .  
T h e  p r e c i p i t a t e s  w e r e  d i s s o l v e d  i n  1 0 0  u l s  o f  0 . 1  M  s o d i u m  a c e t a t e  
< p H 8 ) .  A n  e q u a l  v o l u m e  o f  r e d i s t i l l e d  p h e n o l  w a s  a d d e d ,  t h e  t u b e s  
v o r t e x e d ,  p u t  o n  i c e  f o r  5  m i n u t e s ,  v o r t e x e d  a g a i n ,  a n d  t h e n  c e n t r i f u g e d  
f o r  1  m i n u t e  i n  t h e  m i c r o f u g e .  T h e  u p p e r  a q u e o u s  p h a s e  w a s  t r a n s f e r r e d  
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t o  a n o t h e r  s t e r i l e  E p p e n d o r f  t u b e ,  t w o  v o l u m e s  o f  1 0 0 %  i c e  c o l d  e t h a n o l  
a d d e d ,  a n d  t h e  D M A  p r e c i p i t a t e d  a s  p r e v i o u s l y  d e s c r i b e d .  T h e  p e l l e t s  w e r e  
w a s h e d  w i t h  1 . 0  m l  o f  i c e  c o l d  7 0 %  e t h a n o l ,  c e n t r i f u g e d  f o r  5  m i n u t e s ,  a n d  
t h e  p e l l e t s  d r i e d  o n  t h e  l y o p h o l y z e r  f o r  5  m i n u t e s .  
F o r  r e s t r i c t i o n  e n z y m e  d i g e s t s ,  t h e  d r i e d  D N A  p e l l e t s  w e r e  
r e s u s p e n d e d  i n  3 0  u l s  1 0  m M  T R I S  < p H 8 ) ,  1  m M  E D T A ,  a n d  1 0  u l s  o f  t h i s  w e r e  
u s e d  f o r  e a c h  d i g e s t i o n  a n d  g e l  w e l l .  
ClaatÊd IxsaiE ptoceduta 
F o r  l a r g e  p r e p s  o f  p l a s m i d  o r  v i r a l  R F  D N A ,  a  ' c l e a r e d '  l y s i s  
p r o c e d u r e  w a s  p e r f o r m e d  ( C l e w e l l  a n d  H e l i n s k i ,  1 9 7 0 ;  C l e w e l l ,  1 9 7 2 )  
f o l l o w e d  b y  a  c e s i u m  c h l o r i d e  ( C s C l )  d e n s i t y  g r a d i e n t  ( M e s e l s o n ,  e t  a l . ,  
1 9 5 7 ) .  
5 0 0  m l  c u l t u r e s  w e r e  g r o w n  o v e r n i g h t  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  i n  2  l i t e r  
f l a s k s  w i t h  v i g o r o u s  a e r a t i o n .  I f  r e c o m b i n a n t  p l a s m i d s  w e r e  b e i n g  g r o w n ,  
t h e y  w e r e  a m p l i f i e d  b y  a d d i t i o n  o f  2 0 0  u g s / m l  c h l o r a m p h e n i c o l  w h e n  t h e  
0  
c e l l  d e n s i t y  r e a c h e d  5 x 1 0  c e l l s / m l .  A f t e r  g r o w t h ,  t h e  c u l t u r e s  w e r e  
p o u r e d  i n t o  2 5 0  m l  p l a s t i c  s c r e w  c a p  c e n t r i f u g e  b o t t l e s  a n d  c e n t r i f u g e d  a t  
5 0 0 0 r p m  f o r  1 0  m i n u t e s  i n  a  S o r v a l 1  G S A  r o t o r .  E a c h  c e l l  p e l l e t  w a s  
r e s u s p e n d e d  i n  4 0 - 5 0  m l  s  o f  c o l d  0 . 2 5  M  T R I S ,  0 . 2 5  M  E D T A ,  0 . 1  M  N a C l  
( p H 8 )  a n d  r e c e n t r i f u g e d  a s  b e f o r e .  T h e s e  p e l l e t s  w e r e  r e s u s p e n d e d  i n  1 0 -
1 5  m i s  o f  2 5 %  s u c r o s e ,  5 0  m M  T R I S - H C l  < p H 8 ) ,  3 . 0  m g s / m l  l y s o z y m e  a n d  
i n c u b a t e d  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  f o r  1  h o u r .  F o l l o w i n g  i n c u b a t i o n ,  2 . 0  m l  s  
o f  0 . 2 5  M  T R I S - H C l ,  0 . 2 5  M  E D T A  ( p H 8 )  w e r e  a d d e d ,  a n d  0 . 2  m i s  o f  T R I T O N  
X I O O .  I f  l y s i s  d i d  n o t  o c c u r ,  i . e .  t h e  s o l u t i o n  d i d  n o t  b e c o m e  
t r a n s l u c e n t  a n d  v e r y  v i s c o u s ,  5 . 0  M  N a C l  w a s  a d d e d  t o  a  f i n a l  
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c o n c e n t r a t i o n  o f  0 . 5  M .  
T h e  s o l u t i o n s  w e r e  t h e n  p o u r e d  i n t o  p l a s t i c  s c r e w  c a p  t u b e s  a n d  
c e n t r i f u g e d  i n  a  B e c k m a n  3 0  r o t o r  a t  2 5 , 0 0 0 r p m  f o r  2  h o u r s  a t  1 5 ° C .  T h e  
s u p e r n a t a n t s  w e r e  c a r e f u l l y  p o u r e d  i n t o  3 0  m l  C o r e x  t u b e s  ( a t  t h i s  s t a g e  
t h e  p e l l e t s  w e r e  l o o s e l y  a t t a c h e d  t o  t h e  c e n t r i f u g e  t u b e  w a l l ,  s o  c a r e  w a s  
t a k e n  w h e n  p o u r i n g  o f f  t h e  s u p e r n a t a n t ) .  T h e  v o l u m e  o f  e a c h  s u p e r n a t a n t  
w a s  m e a s u r e d .  1 . 0  g r a m  o f  C s C l  < K B I  t e c h n i c a l  g r a d e )  a n d  0 . 1  m l  o f  1 0 . 0  
m g s / m l  e t h i d i u m  b r o m i d e  w e r e  a d d e d  t o  e a c h  1 . 0  m l  o f  D N A  s o l u t i o n .  A  
f i l l e r  s o l u t i o n  o f  l . O g  C s C l ,  0 . 1  m l  e t h i d i u m  b r o m i d e ,  a n d  1 . 0  m l  T E  w a s  
u s e d  t o  m a k e  t h e  f i n a l  v o l u m e  o f  e a c h  D N A - C s C l  s o l u t i o n  1 6 . 5  m i s .  
T h e  D N A - C s C l  s o l u t i o n s  w e r e  t r a n s f e r r e d  t o  1 7  m l  p o l y a l l o m e r  
c e n t r i f u g e  t u b e s  ( S o r v a l l )  a n d  c e n t r i f u g e d  i n  t h e  S o r v a l l  T V 8 6 5 B  v e r t i c l e  
r o t o r  f o r  a t  l e a s t  1 8  h o u r s  a t  1 5 ° C  a n d  4 5 , 0 0 0 r p m .  T h e  r e o g r a d  m o d e  o f  
t h e  S o r v a l l  O T D - 5 0  u l t r a c e n ; r i f u g e  w a s  u s e d  w h e n  d e c e l e r a t i n g  t h e  r u n .  A  
h e m o s t a t  w a s  u s e d  t o  c a r e f u l l y  r e m o v e  t h e  t u b e s  f r o m  t h e  r o t o r .  T h e  t u b e s  
w e r e  t h e n  p l a c e d  i n  a  H o e f f e r  g r a d i e n t  c o l l e c t i o n  a p p a r a t u s .  L o n g  w a v e  U V  
l i g h t  f r o m  a  h a n d  h e l d  m i n e r a l  l i g h t  ( U . V .  P r o d u c t s  I n c . )  w a s  u s e d  t o  
v i s u a l i z e  t h e  D N A  b a n d s  i n  t h e  t u b e s .  G e n e r a l l y ,  t w o  b a n d s  w e r e  v i s i b l e ,  
A  3 . 0  m l  d i s p o s a b l e  s y r i n g e  w i t h  a  2 0 - g a u g e  n e e d l e  w a s  u s e d  t o  r e m o v e  t h e  
l o w e r  b a n d .  T h e  n e e d l e  w a s  i n s e r t e d  t h r o u g h  t h e  s i d e  o f  t h e  t u b e  a b o u t  
1 / 8  i n c h  b e l o w  t h e  b a n d ,  a n d  C s C l  s o l u t i o n  w a s  w i t h d r a w n  u n t i l  t h e  D N A  
b a n d  w a s  c o m p l e t e l y  c o l l e c t e d .  
A n  e q u a l  v o l u m e  o f  1 - b u t a n o l  w a s  t h e n  m i x e d  w i t h  t h e  D N A - C s C l  
s o l u t i o n  i n  a  g l a s s  s c r e w  c  i p  t e s t  t u b e .  T h e  p h a s e s  w e r e  a l l o w e d  t o  
s e p a r a t e ,  t h e  t o p  p h a s e  ( b u t a n o l ,  w h i c h  w a s  p i n k  d u e  t o  t h e  e t h i d i u m  
b r o m i d e )  w a s  r e m o v e d  a n d  d i s c a r d e d .  B u t a n o l  e x t r a c t i o n s  w e r e  r e p e a t e d  
u n t i l  t h e  C s C l  b e g a n  t o  p r e c i p i t a t e .  T h i s  s t e p  n o t  o n l y  r e m o v e d  t h e  
e t h i d i u m  b r o m i d e ,  b u t  c o n c e n t r a t e d  t h e  D N A .  T h e  D N A  s o l u t i o n  p l u s  
p r e c i p i t a t e d  C s C l  w a s  t h e n  d i a l y z e d  o v e r n i g h t  a g a i n s t  o n e  l i t e r  o - f  T E  p l u s  
0 . 5  M  N a C l .  T h e  d i a l y z e d  s o l u t i o n  w a s  t h e n  p h e n o l  e x t r a c t e d ,  a n d  d i a l y z e d  
t w i c e  a g a i n s t  o n e  l i t e r  o - f  T E .  
G r o w t h  a n d  P u r i f i c a t i o n  o - f  M 1 3  P h a g e  a n d  M l  3  P h a g e  D N A  
5 . 0  m i s  o f  s t e r i l e  Y T  m e d i u m  w e r e  i n o c u l a t e d  w i t h  a  l o o p  o f  f r e s h  
J M 1 0 3  a n d  5 0  u l s  o f  M l 3  o r  r e c o m b i n a n t  M 1 3  v i r u s  s t o c k ,  a n d  i n c u b a t e d  f o r  
7  h o u r s  a t  3 7 ° C  w i t h  v i g o r o u s  s h a k i n g .  T h e  c u l t u r e  w a s  t r a n s f e r r e d  t o  a  
s t e r i l e  1 5  m l  C o r e x  c e n t r i f u g e  t u b e ,  a n d  t h e  b a c t e r i a  p e l l e t e d  b y  a .  2 0  
m i n u t e  c e n t r i f u g a t i o n  a t  1 0 , 0 0 0 r p m ,  T h e  s u p e r n a t a n t  w a s  c a r e f u l l y  p o u r e d  
i n t o  a n o t h e r  s t e r i l e  1 5  m l  C o r e x  t u b e  a n d  r e c e n t r i f u g e d  f o r  a n  a d d i t i o n a l  
2 0  m i n u t e s .  T h e  s u p e r n a t a n t  w a s  t r a n s f e r r e d  t o  a  s t e r i l e ,  p l a s t i c  
d i s p o s a b l e  s c r e w  c a p  t e s t  t u b e  a n d  1 . 5  m l  s  o f  s t e r i l e  2 7 %  p o l y e t h y l e n e  
g l y c o l  ( P E G )  6 0 0 0 ,  3 . 3  M  N a C l  w e r e  a d d e d  t o  e a c h  t u b e .  T h e  t u b e s  w e r e  
m i x e d  w e l l  a n d  i n c u b a t e d  i n  a n  i c e  b u c k e t  i n  t h e  r e f r i g e r a t o r  f o r  3 - 4  
h o u r s .  
T h e  P E G - p r e c i p i t a t e d  M l 3  v i r u s  w a s  p e l l e t e d  b y  5  s u c c e s s i v e  5  m i n u t e  
c e n t r i f u g a t i o n s  i n  s t e r i l e  1 . 5  m l  E p p e n d o r f  t u b e s .  A f t e r  t h e  f i n a l  
c e n t r i f u g a t i o n ,  t h e  i n s i d e  o f  e a c h  E p p e n d o r f  t u b e  w a s  w i p e d  w i t h  a  K i m w i p e  
t o  r e m o v e  a n y  r e s i d u a l  P E G ,  w h i c h  i n t e r f e r e s  w i t h  D N A  s e q u e n c i n g  
r e a c t i o n s .  T h e  v i r a l  p e l l e t  w a s  r e s u s p e n d e d  i n  1 0 0  u l s  o f  s t e r i l e  T E  a n d  
s t o r e d  a t  5 ° C .  
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H  s i n g l e  s t r a n d e d ,  v i r a l  D N A  w a s  n e e d e d ,  t h e  p e l l e t  w a s  r e s u s p e n d e d  
i n  1 0 0  u l s  o - f  s t e r i l e  T E ,  a n d  1 0 0  u  1  s  o f  r e d i s t i l l e d  p h e n o l  w e r e  a d d e d .  
T h i s  m i x t u r e  w a s  v o r t e x e d ,  p u t  o n  i c e  - f o r  5  m i n u t e s ,  v o r t e x e d  a g a i n ,  a n d  
c e n t r i - f u g e d  i n  t h e  m i c r o - f u g e  i n  t h e  c o l d  - f o r  5  m i n u t e s .  T h e  u p p e r  a q u e o u s  
l a y e r  w a s  t r a n s f e r r e d  t o  a n o t h e r  s t e r i l e  E p p e n d o r f  t u b e  u s i n g  a  1 0 0  u l  
c a p i l l a r y  p i p e t t e .  5 0  u l s  o f  r e d i s t i l l e d  p h e n o l  a n d  5 0  u l s  o f  c h l o r o f o r m  
w e r e  t h e n  a d d e d ,  t h e  m i x t u r e  v o r t e x e d ,  i c e d ,  v o r t e x e d ,  a n d  c e n t r i f u g e d  a s  
b e f o r e .  T h e  u p p e r  a q u e o u s  l a y e r  w a s  a g a i n  t r a n s f e r r e d  t o  a n o t h e r  
E p p e n d o r f  t u b e  a n d  s u b s e q u e n t l y  p h e n o l - c h l o r o f o r m  a n d  c h l o r o f o r m  
e x t r a c t e d .  O n e - t e n t h  v o l u m e  o f  3 . 0  M  s o d i u m  a c e t a t e  ( p H 8 )  w a s  a d d e d  t o  
t h e  a q u e o u s  p h a s e ,  t h e n  2 5 0  u l s  o f  i c e  c o l d  1 0 0 %  e t h a n o l  w e r e  a d d e d  t o  
e a c h  t u b e  a n d  t h e  D N A  p r e c i p i t a t e d  a t  - 7 0 ° C  f o r  3 0  m i n u t e s .  T h e  D N A  w a s  
p e l l e t e d  b y  a  1 0 - 1 5  m i n u t e  c e n t r i f u g a t i o n  i n  t h e  m i c r o f u g e .  E a c h  D N A  
p e l l e t  w a s  w a s h e d  w i t h  1 . 0  m l  o f  i c e  c o l d  7 0 %  e t h a n o l  a n d  d r i e d  f o r  5  
m i n u t e s  o n  t h e  l y o p h o l y z e r .  T h e  d r i e d  v i r a l  D N A  w a s  s t o r e d  a t  - 2 0 ° C .  
T r a n s f o r m a t i o n  o f  H B l O l  
E .  c o i l  s t r a i n  H B l O l  w a s  g r o w n  i n  5 0  m i s  o f  s t e r i l e  L B  m e d i u m  i n  a  
2 5 0  m l  N e p h e l o  f l a s k  ( B e l l c o  B i o l o g i c a l s )  a t  3 7 ° C  w i t h  s h a k i n g .  T h e  c e l l s  
w e r e  g r o w n  u n t i l  t h e  a b s o r b a n c e  a t  5 5 0  n a n o m e t e r s  ( A g ^ ^ )  w a s  0 . 6 ,  w h i c h  
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c o r r e s p o n d s  t o  a b o u t  5 x 1 0  c e l l s / m l .  W h e n  a n  A ^ ^ g  o f  0 . 6  w a s  r e a c h e d ,  t h e  
c e l l s  w e r e  c e n t r i f u g e d  i n  s t e r i l e  4 0  m l  p l a s t i c ,  s c r e w  c a p  c e n t r i f u g e  
t u b e s  a t  S O O O r p m  f o r  1 0  m i n u t e s  a t  5 ° C .  T h e  s u p e r n a t a n t  w a s  d i s c a r d e d  
i n t o  a  b e a k e r  o f  d i s i n f e c t a n t  w h i c h  w a s  l a t e r  a u t o c l a v e d .  
T h e  c e l l  p e l l e t  w a s  r e s u s p e n d e d  i n  1 / 2  v o l u m e  o f  c o l d  1 0  m M  M g C l ? ,  
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1 . 0  m M  T R I S ( p H 8 )  b u f f e r .  T h e  c e l l s  w e r e  p e l l e t e d  a s  b e f o r e .  T h e  c e l l  
p e l l e t  w a s  r e s u s p e n d e d  i n  1 / 1 0  v o l u m e  ( r e l a t i v e  t o  t h e  o r i g i n a l  v o l u m e  o f  
t h e  c e l l  c u l t u r e )  o f  c o l d ,  s t e r i l e  5 0  m M  C a C l g  a n d  i n c u b a t e d  o n  i c e  f o r  2 0  
m i n u t e s .  1 0 0  u l s  o f  t h i s  c e l l  s o l u t i o n  w e r e  a d d e d  t o  c o l d ,  s t e r i l e  1 . 5  m l  
E p p e n d o r f  t u b e s  c o n t a i n i n g  1  u g  o f  p l a s m i d  O N A .  T h i s  m i x t u r e  w a s  l e f t  o n  
i c e  f o r  1  h o u r .  A f t e r  1  h o u r ,  t h e  c e l l s  w e r e  h e a t  s h o c k e d  f o r  2  m i n u t e s  
i n  a  4 2 ° C  w a t e r  b a t h  ( M a n d e l  a n d  H i g a ,  1 9 7 0 ) .  T h e  h e a t  s h o c k e d  c e l l s  w e r e  
t h e n  c e n t r i f u q e d  i n  t h e  E p p e n d o r f  m i c r o f u g e  f o r  2  m i n u t e s .  E a c h  c e l l  
p e l l e t  w a s  r e s u s p e n d e d  i n  1 . 0  m l  o f  s t e r i l e  L B  m e d i u m  a n d  t r a n s f e r r e d  t o  
s t e r i l e  1 6 m m  x  1 5 0 m m  c u l t u r e  t u b e s .  T h e s e  c u l t u r e s  w e r e  i n c u b a t e d  a t  3 7 ° C  
f o r  2  h o u r s  w i t h  s h a k i n g  ( W u ,  1 9 7 9 ) .  1 0  ^ ,  1 0  a n d  1 0  ^  d i l u t i o n s  o f  
e a c h  c e l l  c u l t u r e  w e r e  t h e n  m a d e  u s i n g  s t e r i l e  L B  m e d i u m .  0 . 1  m l  o f  e a c h  
d i l u t i o n  w a s  s p r e a d  o n t o  L B  a g a r  p l a t e s  c o n t a i n i n g  1 0 0  u g s / m l  a m p i c i 1 1  i n .  
T h e s e  p l a t e s  w e r e  i n c u b a t e d  a t  3 7 ° C  o v e r n i g h t .  
F o r  e x p e r i m e n t s  i n v o l v i n g  r e c o m b i n a n t  D N A  p l a s m i d s ,  a  d i l u t i o n  w h i c h  
g a v e  i s o l a t e d  c o l o n i e s  w a s  r e p l i c a  p l a t e d  o n t o  L B  a g a r  p l a t e s  c o n t a i n i n g  
5 0  u g s / m l  t e t r a c y c l i n e .  C o l o n i e s  c o n t a i n i n g  D N A  i n s e r t e d  i n  t h e  
t e t r a c y c l i n e  r e s i s t a n c e  g e n e  o f  p B R 3 2 2  g r o w  o n  a m p i c i l l i n  p l a t e s  b u t  n o t  
o n  t e t r a c y c l i n e  p l a t e s .  T h e s e  r e c o m b i n a n t  p l a s m i d s  a r e  p h e n o t y p i c a l  1  y  
a m p  ,  t e t  .  C o l o n i e s  c o n t a i n i n g  j u s t  p B R 3 2 2 ,  g r o w  o n  b o t h  p l a t e s  a n d  a r e  
p h e n o t y p i c a l l  y  a m p * ,  t e t * .  
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I n d i v i d u a l  a m p  ,  t e t  c o l o n i e s  w e r e  p i c k e d  a n d  g r o w n  o v e r n i g h t  a t  
3 7 ° C  i n  2 . 0  m i s  o f  s t e r i l e  L B  m e d i u m .  E a c h  c u l t u r e  w a s  t h e n  s t o r e d  i n  5 0 %  
g l y c e r o l  a t  - 7 0 ° C .  T h e s e  s t o r e d  c u l t u r e s  w e r e  u s e d  a s  t h e  s t o c k  s u p p l y  
f o r  e a c h  r e c o m b i n a n t  p l a s m i d  c l o n e .  W h e n e v e r  a  p a r t i c u l a r  c l o n e  w a s  t o  b e  
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a n a l y z e d ,  a  s t e r i l e  l o o p  w a s  s c r a p e d  a c r o s s  t h e  t o p  o f  t h e  f r o z e n  s t o c k s .  
T h i s  w a s  t h e n  u s e d  t o  i n o c u l a t e  t e s t  t u b e s  o r  f l a s k s  o f  s t e r i l e  L B  m e d i u m ,  
a n d  g r o w n  o v e r n i g h t  a t  3 7 ° C  w i t h  s h a k i n g .  
T r a n s f o r m a t i o n  o f  J M 1 0 3  
S e v e r a l  l o o p s  o f  a  J M 1 0 3  c o l o n y  g r o w n  o n  m i n i m a l  a g a r  w e r e  a d d e d  t o  a  
s t e r i l e  2 5 0  m l  E r l e n m e y e r  f l a s k  c o n t a i n i n g  3 0 - 5 0  m l  s  o f  Y T  m e d i u m .  T h i s  
w a s  a l l o w e d  t o  g r o w  f o r  2 - 3  h o u r s  a t  3 7 ° C  w i t h  s h a k i n g .  T h e  c e l l  c u l t u r e  
w a s  t h e n  p o u r e d  i n t o  s t e r i l e ,  p l a s t i c  4 0  m l  s c r e w  c a p  c e n t r i f u g e  t u b e s  a n d  
c e n t r i f u g e d  a t  S O O O r p m  a t  4 ° C  f o r  1 0  m i n u t e s .  A t  t h i s  p o i n t ,  t h e  f l a s k  
t h a t  h a d  i n i t i a l l y  b e e n  u s e d  f o r  g r o w i n g  t h e  J M 1 0 3  c u l t u r e  w a s  s a v e d .  1 0 -
2 0  m l  s  o f  s t e r i l e  Y T  m e d i u m  w e r e  a d d e d  t o  t h i s  f l a s k  a n d  t h e  r e s i d u a l  
b a c t e r i a l  c e l l s  i n  t h e  f l a s k  w e r e  g r o w n  a t  3 7 ° C  w i t h  s h a k i n g .  T h i s  
c u l t u r e  p r o v i d e d  t h e  e x p o n e n t i a l l y  g r o w i n g  J M 1 0 3  n e e d e d  l a t e r  i n  t h e  
t r a n s f o r m a t i o n  p r o t o c o l .  T h e  c e l l  p e l l e t ,  f r o m  a b o v e ,  w a s  r e s u s p e n d e d  i n  
1 0 - 1 5  m l  s  o f  c o l d ,  s t e r i l e  5 0  m M  C a C l ^  a n d  l e f t  o n  i c e  f o r  2 0  m i n u t e s .  
T h i s  w a s  c e n t r i f u g e d  a s  b e f o r e  a n d  t h e  p e l l e t  r e s u s p e n d e d  i n  3 - 5  m i s  o f  
c o l d ,  s t e r i l e  5 0  m M  C a C I ^ .  
0 . 2 5  m l  s  o f  t h e s e  n o w  c o m p e t e n t  c e l l s  w e r e  a d d e d  t o  i c e  c o l d ,  s t e r i l e  
1 6 m m  X  1 5 0 m m  c u l t u r e  t u b e s  c o n t a i n i n g  2 5  u l s  o f  M 1 3  R F  D N A  ( a t  l e a s t  3 0 0  
n g s  o f  D N A ) .  W h e n  t h e  t r a n s f o r m i n g  D N A  w a s  f r o m  a  l i g a t i o n  r e a c t i o n  
m i x t u r e ,  a  v o l u m e  g r e a t e r  t h a n  o r  e q u a l  t o  o n e - t e n t h  o f  t h e  l i g a t e d  D N A  t o  
c o m p e t e n t  J M 1 0 3  c e l l s  w a s  n e c e s s a r y  i n  o r d e r  t o  h a v e  e f f i c i e n t  
t r a n s f o r m a t i o n .  T h i s  e e l  1 - D N A  m i x t u r e  w a s  l e f t  o n  i c e  f o r  4 0 - 6 0  m i n u t e s ,  
a n d  h e a t  s h o c k e d  f o r  2  m i n u t e s  i n  a  4 2 ° C  w a t e r  b a t h .  A f t e r  h e a t  s h o c k i n g ,  
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t h e  c u l t u r e s  w e r e  a s s a y e d  - f o r  t r a n s f o r m a t i o n  b y  t h e  p l a q u e  a s s a y  m e t h o d  
p r e v i o u s l y  d e s c r i b e d .  
C l o n i n g  u s i n g  M l 3  
T h e  d o u b l e  s t r a n d e d  r e p l i c a t i v e  f o r m  ( R F )  o f  M 1 3 m p 8  o r  M 1 3 m p 9  w a s  
p u r i f i e d  o n  C s C l - e t h i d i u m  b r o m i d e  d e n s i t y  g r a d i e n t s .  F o r  e a c h  l i g a t i o n  
r e a c t i o n ,  1 0 0  n g s  o f  r e s t r i c t i o n  e n d o n u c l e a s e  d i g e s t e d  v e c t o r  D N A  w e r e  
c o m b i n e d  w i t h  5 0 0  n g s  o f  e n z y m e  d i g e s t e d  D N A  t o  b e  c l o n e d .  
R e s t r i c t i o n  e n d o n u c l e a s e  d i g e s t s  w e r e  c a r r i e d  o u t  i n  3 0  u l  v o l u m e s  i n  
s t e r i l e  1 . 5  m l  E p p e n d o r f  c e n t r i f u g e  t u b e s .  8 - 1 2  u n i t s  o f  r e s t r i c t i o n  
e n d o n u c l e a s e  w e r e  u s e d  f o r  e a c h  d i g e s t .  A n  e x c e p t i o n  w a s  t h e  e n z y m e  A c c  
I ,  w h e r e  o n l y  1 . 4  u n i t s  w e r e  u s e d .  T h e  d i g e s t i o n  m i x t u r e s  w e r e  i n c u b a t e d  
a t  3 7 ° C  f o r  1  h o u r .  T h e  r e s t r i c t i o n  e n z y m e s  u s e d  w e r e ;  B a m  H I ,  H i n c  I I ,  
A c c  I ,  P s t  I ,  A l u  I ,  H a e  I I I ,  H p a  I I ,  H i n c  I I  -  E c o  R I  d o u b l e  d i g e s t s ,  a n d  
B a m  H I  -  H i n d  I I I  d o u b l e  d i g e s t s .  
V e c t o r  D N A s  w e r e  r o u t i n e l y  t r e a t e d  w i t h  b a c t e r i a l  a l k a l i n e  
p h o s p h a t a s e  t o  p r e v e n t  r e c i r c u l a r i z a t i o n  o f  t h e  v e c t o r  d u r i n g  t h e  l i g a t i o n  
r e a c t i o n .  R e s t r i c t i o n  e n d o n u c l e a s e  d i g e s t e d  D N A  w a s  d i l u t e d  w i t h  s t e r i l e  
w a t e r  t o  r e d u c e  t h e  s a l t  c o n c e n t r a t i o n  t o  5 0  m M .  3 0  u n i t s  o f  b a c t e r i a l  
a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  ( B R L )  w e r e  t h e n  a d d e d  a n d  t h e  m i x t u r e  i n c u b a t e d  a t  
6 5 ° C  f o r  4 0  m i n u t e s .  T h e  D N A  w a s  s p e r m i n e  p r e c i p i t a t e d  o r  p h e n o l  
e x t r a c t e d  a n d  e t h a n o l  p r e c i p i t a t e d .  D N A s ,  w h i c h  w e r e  n o t  t r e a t e d  w i t h  
b a c t e r i a l  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e ,  w e r e  p h e n o l  e x t r a c t e d  a n d  e t h a n o l  
p r e c i p i t a t e d  d i r e c t l y  f r o m  t h e  r e s t r i c t i o n  d i g e s t  s o l u t i o n s .  
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T h e  - f o l l o w i n g  r e c i p e  w a s  u s e d  f o r  ' s t i c k y  e n d '  l i g a t i o n  r e a c t i o n s :  
5  u l s  e n z y m e  d i g e s t e d  M 1 3 m p 8  o r  M 1 3 m p 9  ( l O O n g )  
1 0  u l s  e n z y m e  d i g e s t e d  c l o n e  p P 6 A 7  o r  p P G B 9  ( 5 0 0 n g )  
5  u l s  1 0  m M  A T P  
5  u l s  l O X  T 4  D N A  l i g a s e  a s s a y  b u f f e r  
1 0  u l s  T 4  D N A  l i g a s e  ( 4 0  u n i t s / u l  N e w  E n g l a n d  B i o l a b s  o r  
0 . 0 2  u n  i  t s / u l  B R L )  
1 5  u l s  s t e r i l e  d i s t i l l e d  w a t e r  
T h e s e  l i g a t i o n s  w e r e  i n c u b a t e d  a t  1 4 - 1 5 ° C  o v e r n i g h t .  
F o r  ' b l u n t  e n d '  l i g a t i o n s  t h e  s a m e  r e c i p e  w a s  u s e d  e x c e p t  t h e  
l i g a t i o n  r e a c t i o n  m i x t u r e  w a s  i n c u b a t e d  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  o v e r n i g h t .  
F o r  m i x e d  ' b l u n t  e n d '  a n d  ' s t i c k y  e n d '  l i g a t i o n s  t h e  s a m p l e s  w e r e  
i n c u b a t e d  f o r  8  h o u r s  a t  1 4 - 1 5 ° C  t h e n  o v e r n i g h t  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e .  
C o n t r o l  l i g a t i o n s  c o n t a i n i n g  o n l y  e n z y m e  d i g e s t e d  M l 3  v e c t o r s  w e r e  
r o u t i n e l y  s e t  u p  i n  p a r a l l e l  w i t h  t h e  c l o n i n g  l i g a t i o n s .  
F o l l o w i n g  l i g a t i o n ,  E .  c o l i  J M 1 0 3  w a s  t r a n s f o r m e d  w i t h  o n e - h a l f  o f  
e a c h  l i g a t i o n  r e a c t i o n  m i x t u r e .  T h e  r e s t  o f  t h e  l i g a t i o n  m i x t u r e  w a s  
s t o r e d  a t  - 2 0 ° C .  
S c r e e n i n g  M l 3  C l o n e s  
T h e  f o l l o w i n g  p r o c e d u r e s  a r e  m o d i f i c a t i o n s  f r o m  t h o s e  f o u n d  i n  t h e  
B R L  m a n u a l  ( 1 9 8 0 ) .  
W h i t e  p l a q u e s  w e r e  p i c k e d  w i t h  s t e r i l e  t o o t h p i c k s ,  t r a n s f e r r e d  t o  2 . 0  
m i s  o f  s t e r i l e  Y T  m e d i u m ,  a n d  g r o w n  o v e r n i g h t  a t  3 7 ° C  w i t h  v i g o r o u s  
s h a k i n g .  T h e  c e l l s  w e r e  t h e n  p o u r e d  i n t o  s t e r i l e  1 . 5  m l  E p p e n d o r f  t u b e s  
a n d  c e n t r i f u g e d  i n  t h e  m i c r o f u g e  f o r  3  m i n u t e s .  E a c h  s u p e r n a t a n t  w a s  
p o u r e d  i n t o  s e p a r a t e  s t e r i l e  1 . 5  m l  E p p e n d o r f  t u b e s  a n d  u s e d  a s  t h e  v i r u s  
s t o c k  f o r  t h a t  p a r t i c u l a r  c l o n e .  T h e s e  s t o c k s  w e r e  k e p t  a t  5 ° C .  T h e  
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p e l l e t s  o - f  e a c h  c l o n e  w e r e  r e s u s p e n d e d  a n d  R F  D N A  - f o r  t h a t  c l o n e  w a s  
e x t r a c t e d  b y  t h e  ' q u i c k y '  l y s i s  p r o c e d u r e .  A  f e w  b l u e  p l a q u e s  w e r e  a l s o  
p i c k e d  a n d  t r e a t e d  i n  t h e  s a m e  m a n n e r  t o  s e r v e  a s  c o n t r o l s .  
OIGEJL Dineci gel eiecicophocesls 
2 0  u l s  o f  t h e  v i r u s  s u p e r n a t a n t  w e r e  t r a n s f e r r e d  t o  a  s t e r i l e  1 . 5  m l  
E p p e n d o r f  t u b e .  2 . 0  u l s  o f  1 0 ' <  S D S  w e r e  a d d e d  t o  t h e  2 0  u l s  o f  v i r a l  
s u p e r n a t a n t  a n d  t h e  c o n t e n t s  w e r e  v o r t e x e d .  ( T h e  S D S  s o l u b i l i z e s  t h e  
v i r a l  c o a t  p r o t e i n  r e l e a s i n g  t h e  D N A . )  5  u l s  o f  t h e  B P B  d y e  m i x  w e r e  t h e n  
a d d e d  t o  t h e  d i s r u p t e d  v i r u s ,  a n d  t h e  e n t i r e  s a m p l e  l o a d e d  o n  a  h o r i z o n t a l  
0 . 7 %  a g a r o s e  g e l  i n  T B E  b u f f e r .  T h e  g e l  w a s  e 1 e c t r o p h o r e s e d  a t  7 0 V  f o r  1 0  
h o u r s ,  a n d  t h e n  s t a i n e d  w i t h  1 . 0  u g / m l  e t h i d i u m  b r o m i d e  i n  T B E  b u f f e r .  
T h e  v i r a l  D N A  b a n d s  w e r e  v i s u a l i z e d  w i t h  U V  l i g h t ,  a n d  a  p i c t u r e  o f  t h e  
g e l  w a s  t h e n  t a k e n  u s i n g  K o d a k  R o y a l  P a n  f i l m  ( E s t a r  t h i c k  b a s e ,  0 . 1 8 m m ) .  
DNA from any white plaque with an insert of greater than lOObp showed 
d e c r e a s e d  m o b i l i t y  o n  t h e  a g a r o s e  g e l  a s  c o m p a r e d  t o  t h e  c o n t r o l  M l 3  v i r a l  
DNA. 
l£sl iuj: clDDiag DWA sJtraads 
T h e  v i r a l  D N A  i s  a l w a y s  t h e  ' +  s e n s e '  s t r a n d ,  s o  r e c o m b i n a n t  p h a g e s  
c o n t a i n i n g  c o m p l i m e n t a r y  D N A  s t r a n d s  s h o u l d  h y b r i d i z e  o n l y  v i a  t h e i r  
i  n s e r t s .  
2 0  u l s  o f  v i r a l  s u p e r n a t a n t  o f  e a c h  o f  t w o  d i f f e r e n t  c l o n e s  w e r e  
c o m b i n e d  a n d  m i x e d  w i t h  4 . 0  u l s  o f  1 0 %  S D S .  T h e  m i x t u r e  w a s  i n c u b a t e d  a t  
< 6 5 ° C  f o r  3  h o u r s .  1 0  u l s  o f  t h e  B P B  d y e  m i x t u r e  w e r e  a d d e d  t o  t h e  
h y b r i d i z e d  D N A  a n d  2 5  u l s  o f  t h i s  w e r e  l o a d e d  o n t o  a  h o r i z o n t a l  0 . 7 %  o r  1 %  
a g a r o s e - T B E  g e l .  E l e c t r o p h o r e s i s  w a s  c a r r i e d  o u t  a s  i n  t h e  ' D I G E '  t e s t .  
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A s  a  c o n t r o l ,  o n e  o r  b o t h  o f  t h e  r e c o m b i n a n t  v i r a l  D N A s  u s e d  i n  t h e  
h y b r i d i z a t i o n  w e r e  r u n  i n  s e p a r a t e  w e l l s .  T h o s e  r e c o m b i n a n t s ,  w h i c h  
h y b r i d i z e d ,  m i g r a t e d  m o r e  s l o w l y  o n  t h e  g e l  t h a n  t h e  u n h y b r i d i z e d  
c o n t r o l s .  
B=±ÊS±j. Sûuihanû bloiilag 
V i r a l  D N A s  w e r e  e l e c t r o p h o r e s e d  a n d  p h o t o g r a p h e d  a s  i n  t h e  ' D I G E '  
t e s t .  T h e  D N A  w a s  t r a n s f e r r e d  t o  n i t r o c e l l u l o s e  - f i l t e r  p a p e r  o r  G e n a t r a n  
4 5  ( D & L  F i l t e r  C o r p o r a t i o n )  p a p e r  f o l l o w i n g  t h e  S o u t h e r n  t r a n s f e r  
p r o c e d u r e  ( S o u t h e r n ,  1 9 7 5 ) .  
A t  l e a s t  l O ^ c p m s  o f  r a d i o a c t i v e ,  n i c k  t r a n s l a t e d  p r o b e  D N A  w e r e  
b o i l e d  i n  1 x  D e n h a r d t s  f o r  5 - 1 0  m i n u t e s  a n d  t h e n  p u t  o n  i c e .  T h e  
n i t r o c e l l u l o s e  o r  G e n a t r a n  4 5  w a s  p l a c e d  i n  D a i s y  S e a l - A - M e a l  b a g s .  T h e  
r a d i o a c t i v e  p r o b e  a n d  1 0 - 3 0  m l  s  o f  1 x  D e n h a r d t s  p l u s  0 . 2 %  S D S  w e r e  t h e n  
a d d e d  t o  t h e  b a g s  w i t h  t h e  f i l t e r s .  T h i s  w a s  h e a t  s e a l e d  u s i n g  t h e  D a i s y  
S e a l - A - M e a l  a p p a r a t u s .  W h e n  G e n a t r a n  4 5  w a s  u s e d ,  t h e  I x  D e n h a r d t s  w a s  
m a d e  0 . 5 %  B S A  a n d  1 %  S D S .  
T h e  h y b r i d i z a t i o n  w a s  a l l o w e d  t o  p r o c e e d  a t  6 0 ° C  o v e r n i g h t .  E a c h  
f i l t e r  s h e e t  w a s  t h e n  w a s h e d  a t  5 0 ° C  f o r  3 0  m i n u t e s  i n  2 5 0  m l  s  o f  2 x  B S C .  
T h i s  w a s h i n g  s t e p  w a s  r e p e a t e d  t h r e e  m o r e  t i m e s  f o r  e a c h  f i l t e r  s h e e t .  
< I t  w a s  f o u n d  t h a t  g e n t l e  r o c k i n g  o f  t h e  w a s h  t r a y s  r e s u l t e d  i n  l o w e r  
b a c k g r o u n d  o n  t h e  a u t o r a d i o g r a m s . )  A f t e r  t h e  w a s h i n g  w a s  c o m p l e t e d ,  t h e  
f i l t e r  s h e e t s  w e r e  a i r  d r i e d .  T h e  d r i e d  f i l t e r s  w e r e  t h e n  
a u t o r a d i o g r a p h e d  o v e r n i g h t  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  u s i n g  K o d a k  X A R - 5  X - r a y  
f i l m .  I f  n e c e s s a r y ,  a  s e c o n d  p i e c e  o f  X - r a y  f i l m  w a s  p l a c e d  o n  t h e  f i l t e r  
s h e e t ,  a n d  a  s e c o n d  e x p o s u r e  t a k e n  f o r  a  l o n g e r  t i m e .  
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I n s t e a d  o - f  t r a n s f e r r i n g  v i r a l  D N A  f r o m  a g a r o s e  g e l s  t o  f i l t e r s ,  t h e  
v i r a l  s u p e r n a t a n t s  w e r e  s o m e t i m e s  d i r e c t l y  s p o t t e d  o n t o  t h e  f i l t e r  p a p e r .  
T w o  5  u 1  a l i q u o t s  o f  v i r a l  s u p e r n a t a n t  f r o m  r e c o m b i n a n t s  w e r e  s p o t t e d  
d i r e c t l y  o n t o  n i t r o c e l l u l o s e  f i l t e r  p a p e r  o r  G e n a t r a n  4 5  p a p e r .  T h e  p a p e r  
w a s  t h e n  b a k e d  i n  a  v a c u u m  o v e n  f o r  2  h o u r s  a t  8 0 ° C .  ( T h e  b a k i n g  d e s t r o y s  
t h e  v i r a l  p r o t e i n  c o a t  a n d  f i x e s  t h e  s i n g l e  s t r a n d e d  v i r a l  D N A  t o  t h e  
p a p e r . )  T h e  f i l t e r  s h e e t s  w e r e  t h e n  t r e a t e d  a n d  h y b r i d i z e d  w i t h  a  
r a d i o a c t i v e  D N A  p r o b e  a s  d e s c r i b e d  u n d e r  ' B - t e s t ' .  
EE=±£S± 
M13 recombinant RF DNA obtained by the 'quicky' lysis procedure was 
d i g e s t e d  w i t h  a p p r o p r i a t e  r e s t r i c t i o n  e n d o n u c i e a s e s .  T h e  d i g e s t s  w e r e  
e l e c t r o p h o r e s e d  o n  a  h o r i z o n t a l  1 %  o r  2 %  a g a r o s e - T B E  g e l .  T o  d e t e r m i n e  
t h e  s i z e  o f  t h e  D N A  i n s e r t ,  d i g e s t s  o f  t h e  p a r e n t  M 1 3  r e c o m b i n a n t  c l o n e  
a n d  p P G A 7  o r  p P G B ?  w e r e  e l e c t r o p h o r e s e d  a l o n g  w i t h  s t a n d a r d s  o f  k n o w n  
l e n g t h .  B y  t h i s  m e t h o d ,  D N A  f r a g m e n t s  w e r e  i d e n t i f i e d  b y  s i z e  o n l y .  
R e s t r i c t i o n  E n z y m e  D i g e s t s  f o r  M a p p i n g  
R e s t r i c t i o n  e n d o n u c i e a s e  d i g e s t s  o f  1 - 3  u g s  o f  D N A  w e r e  p e r f o r m e d  i n  
s t e r i l e  1 . 5  m l  E p p e n d o r f  t u b e s  i n  a  t o t a l  v o l u m e  o f  2 0 - 2 5  u l s .  S t o c k  
s o l u t i o n s  o f  c l o n e ,  p P G A 7 ,  o r  p P G B 9  D N A s  w e r e  0 . 2 - 0 . 3  u g s / u l .  5 - 1 0  u l s  o f  
e a c h  s t o c k  D N A  w e r e  u s e d  p e r  d i g e s t i o n  r e a c t i o n .  S o m e  d i g e s t s  w e r e  d o n e  
u s i n g  D N A  b a n d s  e l e c t r o e l u t e d  f r o m  7 %  a e r y 1  a m i d e - T B E  g e l s ,  p r e c i p i t a t e d ,  
t h e n  r e s u s p e n d e d  i n  1 0  u l s  T E .  R e s t r i c t i o n  e n d o n u c i e a s e s  ( B R L )  w e r e  
s t o r e d  i n  5 0 %  g l y c e r o l  a t  - 2 0 ° C ,  a n d  a t  c o n c e n t r a t i o n s  o f  6 - 1 0  u n i t s / u l .  
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5 - 1 0  u n i t s  o f  e n z y m e  w e r e  t y p i c a l l y  u s e d  p e r  d i g e s t .  ( S i n c e  g l y c e r o l  c a n  
i n h i b i t  e n z y m e  d i g e s t i o n  o f  D N A ,  t h e  - f i n a l  g l y c e r o l  c o n c e n t r a t i o n  i n  t h e  
d i g e s t i o n  r e a c t i o n  m i x t u r e  w a s  k e p t  l e s s  t h a n  5 % . )  
T h e  e n z y m e  a s s a y  b u f f e r s  w e r e  m a d e  a s  1 0  t i m e s  c o n c e n t r a t e d  s t e r i l e  
s o l u t i o n s  a n d  s t o r e d  a t  5 ° C .  T h e  1  O x  a s s a y  b u f f e r s  w e r e  u s u a l l y  t h o s e  
s u g g e s t e d  b y  B R L  f o r  t h a t  p a r t i c u l a r  e n z y m e .  H o w e v e r ,  l a t e r  e x p e r i m e n t s  
u s e d  1  O x  a s s a y  b u f f e r s  w i t h  l o w ,  m e d i u m ,  o r  h i g h  s a l t  c o n c e n t r a t i o n s  
( M a n i a t  i s ,  e t  a l . ,  1 9 8 2 )  i n s t e a d  o f  1  O x  b u f f e r s  f o r  e a c h  i n d i v i d u a l  
e n z y m e .  A  l i s t  o f  r e s t r i c t i o n  e n d o n u c l e a s e s  a n d  w h e t h e r  t h e y  u s e  l o w ,  
m e d i u m ,  o r  h i g h  s a l t  b u f f e r s  i s  l o c a t e d  i n  M a n a i t i s ,  e t  a l .  ( 1 9 8 2 ) .  
T y p i c a l  s i n g l e  a n d  d o u b l e  e n z y m e  d i g e s t s  w e r e  s e t  u p  a s  f o l l o w s :  
S i n g l e :  1 0 . 0  u l s  D N A  s t o c k  
2 . 5  u l s  1  O x  e n z y m e  a s s a y  b u f f e r  
1 . 0  u l  e n z y m e  ( 5 - 1 0  u n i t s / u l )  
1 1 . 5  u l s  s t e r i l e  d i s t i l l e d  w a t e r  
D o u b l e :  b o t h  e n z y m e s  u s i n g  t h e  s a m e  s a l t  c o n c e n t r a t i o n s  
1 0 . 0  u l s  D N A  s t o c k  
2 . 5  u l s  1  O x  e n z y m e  a s s a y  b u f f e r  
1 . 0  u l  e n z y m e  1  ( 5 - 1 0  u n i t s / u l )  
1 . 0  u l  e n z y m e  2  ( 5 - 1 0  u n i t s / u l )  
1 0 . 5  u l s  s t e r i l e  d i s t i l l e d  w a t e r  
D o u b l e :  e n z y m e s  u s i n g  t w o  d i f f e r e n t  s a l t  c o n c e n t r a t i o n s  
1 0 . 0  u l s  D N A  s t o c k  
2 . 5  u l s  l O x  e n z y m e  a s s a y  b u f f e r  o f  l o w e r  s a l t  
1 . 0  u l  e n z y m e  1  ( 5 - 1 0  u n i t s / u l )  
1 1 . 5  u l s  s t e r i l e  d i s t i l l e d  w a t e r  
A f t e r  1  h o u r  i n c u b a t i o n  a t  3 7 °  a d d :  
1 . 5  u l s  l O x  e n z y m e  a s s a y  b u f f e r  o f  h i g h e r  s a l t  
1 . 0  u l  e n z y m e  2  ( 5 - 1 0  u n i t s / u l )  
The digestion mixtures were mixed well and incubated at 37°C for 2 
h o u r s  t o  i n s u r e  c o m p l e t e  d i g e s t i o n .  A f t e r  2  h o u r s ,  5  u l s  o f  B P B  l o a d i n g  
d y e  m i x  w e r e  a d d e d  t o  e a c h  d i g e s t i o n  m i x t u r e ,  a n d  t h e  s a m p l e  v o r t e x e d .  
T h e  e n t i r e  s a m p l e  f r o m  e a c h  d i g e s t i o n  w a s  l o a d e d  i n t o  o n e  g e l  w e l l  a n d  
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e l e c t r o p h o r e s e d  o n  a n  a p p r o p r i a t e  p e r c e n t a g e  a g a r o s e - T B E  h o r i z o n t a l  g e l .  
N i c k  T r a n s l a t i o n  
N i c k  t r a n s l a t i o n  ( R i g b y ,  e t  a l . ,  1 9 7 7 )  o f  2 - 5  u g s  o f  D N A  w a s  
32 ?? p e r f o r m e d  u s i n g  a  s i n g l e  l a b e l  [  P l d A T P  o r  d o u b l e  l a b e l s ,  [  P l d C T P  p l u s  
3 2  Q ?  q ?  [  P ] d G T P ,  o r  C  ' • p ] d C T P  p l u s  C  P l d A T P  ( A m m e r s h a m :  >  S O O C i / m m o l ) .  T 4  D N A  
p o l y m e r a s e  1  f r o m  B o r h i e n g e r - M a n n h e i m  w a s  u s e d  i n  a l l  n i c k  t r a n s l a t i o n  
e x p e r i m e n t s .  T h i s  D N A  p o l y m e r a s e  i s  t h e  n i c k  t r a n s l a t i o n  g r a d e  w h i c h  
c o n t a i n s  c o n t a m i n a t i n g  D N A s e .  
3  F i g u r e  1  s h o w s  t h e  e l u t i o n  p r o f i l e  o f  [  H ]  n i c k  t r a n s l a t e d  D N A  f r o m  
S e p h a d e x  G - 7 5 ,  u s i n g  d i f f e r e n t  a m o u n t s  o f  D N A  P o l y m e r a s e  I .  " H - n i c k  
translated DNA was electrophoresed on 1'/. agarose, the gel dried, and 
f  1  u o r o g r a p h e d .  F i g u r e  2  s h o w s  t h a t  a  v a s t  m a j o r i t y  o f  t h e  r a d i o a c t i v i t y  
was contained in large fragments of DNA. 
The nick translation reactions were done in a total volume of 60 uls 
i n  a  1 . 5  m l  E p p e n d o r f  c e n t r i f u g e  t u b e .  U s u a l l y ,  a  t o t a l  o f  1 2 0 u C i  o f  
r a d i o a c t i v i t y  w a s  u s e d  i n  e a c h  r e a c t i o n .  S o m e t i m e s  i t  w a s  n e c e s s a r y  t o  
c o n c e n t r a t e  t h e  r a d i o a c t i v i t y  b y  1 y o p h o l y z a t i o n .  T h e  s t a n d a r d  r e a c t i o n  
m i x t u r e  u s e d  w a s  a s  f o l l o w s :  
2-5 ugs DNA 
120 uCi of each [ P3dNTP 
2 . 0 uM of each unlabel led dNTP 
4 . 5  u n i t s  o f  D N A  p o l y m e r a s e  I  ( B o e r h i n g e r - M a n h e i m  
n i c k  t r a n s l a t i o n  g r a d e  w h i c h  c o n t a i n s  
contaminating DNAse) 
6 . 0  u l s  o f  n i c k  t r a n s l a t i o n  a s s a y  b u f f e r  
S t e r i l e  d i s t i l l e d  w a t e r  t o  a  t o t a l  v o l u m e  o f  6 0  u l s  
The reactions were allowed to proceed for 2-3 hours at 11-14°C, and 
FIGURE 1: Incorporation of dCTP and dGTP into DNA by nick 
t r a n s i  a t  i o n  
1 . 0  u g  o - f  D N A  w a s  i n c u b a t e d  w i t h  0  u n i t s  ( x ) ,  1 . 0  u n i t s  ( o ) ,  o r  4 . 5  
u n i t s  < * )  o - f  T 4  D N A  p o l y m e r a s e  I .  T h e  D N A  w a s  - f r a c t i o n a t e d  o n  S e p h a d e x  
G - 7 5  a n d  t h e  r a d i o a c t i v i t y  i n  e a c h  - f r a c t i o n  d e t e r m i n e d .  
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FIGURE 2; Gel and fluorograph of nick translated plasmid DNA using 4.5 
u n i t s  o f  T 4  D N A  p o l y m e r a s e  I  
Lane 1 is plasmid DNA. Lane 2 is an Alu I digest of pBR322 and was 
u s e d  a s  a  l e n g t h  s t a n d a r d .  L e n g t h s  s h o w n  a r e  i n  k i l o b a s e s .  L a n e  3  I s  
nick translated plasmid DNA. Lane 4 is the fluorograph of the DNA in 
l a n e  2 .  
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t h e n  t r e a t e d  i n  o n e  o f  t w o  w a y s .  E i t h e r  t h e  s a m p l e  w a s  i m m e d i a t e l y  a d d e d  
t o  a  1 0 c m  X  1 c m  S e p h a d e x  G - 7 5  c o l u m n  e q u i l i b r a t e d  i n  I x  T N E  p l u s  0 J [ %  S D S ,  
o r  i t  w a s  s t o r e d  o v e r n i g h t  a t  - 7 0 ° C .  B e f o r e  a d d i n g  t o  t h e  c o l u m n ,  3 0 0  u 1  s  
o - f  1 X  T N E  -  0 . 1 %  S D S  w e r e  a d d e d  t o  t h e  E p p e n d o r - f  t u b e  c o n t a i n i n g  t h e  n i c k  
t r a n s i  a t  i o n  m i  x t u r e .  
S e p h a d e x  G - 7 5  w a s  s w e l l e d  o v e r n i g h t  i n  1 x  T N E  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e .  A  
g l a s s  w o o l  p l u g  w a s  p u t  i n  t h e  t i p  o f  a  1 0  m l  p i p e t  a n d  t h e  G - 7 5  w a s  
p a c k e d  t o  a  h e i g h t  o f  1 0 - 1 2  c m s .  B e f o r e  e a c h  s a m p l e  w a s  l o a d e d  o n t o  t h e  
column, the column was extensively washed with 50-60 ml s of 1 x TNE - 0.1''; 
SDS. 
F r a c t i o n s  w e r e  c o l l e c t e d  u s i n g  a  G i l s o n  m i c r o f r a c t i o n a t o r  ( m o d e l  F C -
8 0 K )  s e t  a t  3 5  d r o p s / t u b e .  T h i s  r e s u l t e d  i n  a  f r a c t i o n  v o l u m e  o f  
approximately 0.75 mis. The column was washed with Ix TNE - 0.1% SDS. 
T h e  n i c k  t r a n s l a t e d  D N A  a p p e a r e d  i n  t h e  e x c l u d e d  v o l u m e  w h i c h  w a s  a t  a b o u t  
8 . 0  m i s .  T h e  u n i n c o r p o r a t e d  n u c l e o t i d e s  e l u t e d  i n  t h e  n e x t  2 0  m i s .  1 . 0  
u l  o f  e a c h  o f  t h e  f i r s t  1 5  f r a c t i o n s  w a s  c o u n t e d  i n  m i n i  v i a l s  c o n t a i n i n g  
4 . 0  m l  s  o f  A q u a s o l .  A  B e c k m a n  s c i n t i l l a t i o n  c o u n t e r  ( m o d e l  L S - 2 5 0 )  w i t h  
a n  i s o s e t  a d j u s t e d  t o  a  w i d e  o p e n  w i n d o w  w a s  u s e d  t o  c o u n t  e a c h  s a m p l e .  
T h e  p e a k  f r a c t i o n s  o f  t h e  e x c l u d e d  v o l u m e  ( u s u a l l y  f r a c t i o n s  5 - 1 1 )  w e r e  
p o o l e d  a n d  d i a l y z e d  o v e r n i g h t  a g a i n s t  1  l i t e r  o f  T E .  T h i s  d i a l y s i s  
r e m o v e d  m o s t  o f  t h e  s a l t  a n d  s o m e  o f  t h e  S D S .  T h e  s a m p l e  w a s  t h e n  f r o z e n ,  
l y o p h o l y z e d  t o  d r y n e s s ,  r e d i s s o l v e d  i n  0 , 5  m i s  o f  T E ,  a n d  d i a l y z e d  f o r  a t  
l e a s t  6  h o u r s  a g a i n s t  1  l i t e r  o f  T E .  A  1 . 0  u l  s a m p l e  w a s  t h e n  c o u n t e d ,  
a n d  t h e  r e s t  o f  t h e  n i c k  t r a n s l a t e d  D N A  s t o r e d  a t  5 ° C  f o r  u s e  i n  v a r i o u s  
hybridization reactions. Specific activities of the nick translated DNAs 
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7  S  
w e r e  u s u a l l y  i n  t h e  r a n g e  o f  1 0  - 1 0  c p m s / u g D N A .  
G e l  E l e c t r o p h o r e s i s  
Accxlamlde 
V e r t i c a l  1 3 0 m m  x  1 0 0 m m  x  1 . 5 m m  a c r y l  a m i  d e - T B E  g e l s  w e r e  u s e d  - f o r  
i s o l a t i n g  D N A  f r a g m e n t s  f o r  c l o n i n g ,  o r  f o r  a n a l y z i n g  r e s t r i c t i o n  e n z y m e  
d i g e s t s .  A  4 0 %  a c r y l a m i d e  s t o c k  s o l u t i o n  w a s  m a d e  u p  i n  d i s t i l l e d ,  
d e  i o n i z e d  w a t e r .  T h e  a c r y l a m i d e  t o  b i s a c r y l a m i d e  r a t i o  w a s  3 7 . 5 : 1 .  T h e  
f o l l o w i n g  w a s  t h e  p r o c e d u r e  u s e d  f o r  m a k i n g  o n e  7 %  a c r y l a m i d e  1 3 0 m m  x  
100mm X 1.5mm gel : 
7  m i s  o f  4 0 %  a c r y l a m i d e  s t o c k  
4 ml s of lOx TBE 
2 9  m l  s  o f  d i s t i l l e d ,  d e  i o n i z e d  w a t e r  
T h e s e  w e r e  m i x e d  i n  a  2 5 0  m l  g l a s s  b e a k e r  w i t h  0 . 4  m l  s  o f  a  1 0 %  
a m m o n i u m  p e r s u l f a t e  ( B i o r a d )  s t o c k  s o l u t i o n .  I m m e d i a t e l y  a f t e r  m i x i n g ,  4 0  
u l s  o f  T E M E D  ( B i o r a d )  w e r e  a d d e d .  T h e  s o l u t i o n  w a s  m i x e d  w e l l  a n d  p o u r e d  
b e t w e e n  t h e  g l a s s  p l a t e s .  T h e  c o m b  w a s  i n s e r t e d  a n d  t h e  a c r y l a m i d e  
a l l o w e d  t o  p o l y m e r i z e  a t  l e a s t  3 0  m i n u t e s  b e f o r e  u s i n g  t h e  g e l .  
U s u a l l y ,  a  7 - t o o t h  c o m b  ( D a n k a r  P l a s t i c s )  w a s  u s e d .  T h i s  a l l o w e d  u p  
t o  7 0  u l s  o f  s a m p l e  a n d  8 - 1 0  u g s  D N A  p e r  w e l l .  F o r  l a r g e  D N A  f r a g m e n t s  o f  
1 4 0 0 - 4 0 0 0  b p ,  t h e  g e l  w a s  e l e c t r o p h o r e s e d  a t  1 5 0 V  f o r  6 - 8  h o u r s .  F o r  s m a l l  
f r a g m e n t  s i z e s  o f  1 0 0 - 1 0 0 0  b p ,  t h e  B P B  d y e  m i x  w a s  m a d e  0 . 0 1 %  x y l e n e  
c y a n o l ,  a n d  t h e  g e l  w a s  e l e c t r o p h o r e s e d  a t  1 5 0 V  u n t i l  t h e  x y l e n e  c y a n o l  
w a s  2  i n c h e s  f r o m  t h e  b o t t o m  o f  t h e  g e l .  
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A g a r o s p  
S e v e r a l  p e r c e n t a g e s  o - f  a g a r o s e  g e l s  w e r e  u s e d .  F o r  l a r g e  D M A  
• f r a g m e n t s ,  g r e a t e r  t h a n  4 0 0 0  b p ,  o r  f o r  s i n g l e  s t r a n d e d  v i r a l  D N A ,  g e l s  o - f  
0 . 5 % ,  0 . 7 % ,  o r  1 %  a g a r o s e  w e r e  u s e d .  F o r  D N A  f r a g m e n t s  l e s s  t h a n  4 0 0 0  b p .  
a  2 %  a g a r o s e  g e l  w a s  u s e d .  
G e l s  w e r e  e l e c t r o p h o r e s e d  i n  a  h o r i z o n t a l  g e l  a p p a r a t u s  ( D a n k a r  
P l a s t i c s )  w i t h  a  t r a y  t h a t  a l l o w e d  g e l  l e n g t h s  o f  u p  t o  2 3  c m s  ( A p p e n d i x  
B ) .  F u l l  l e n g t h  g e l s  w e r e  f o r m e d  b y  a d d i n g  a n  a p p r o p r i a t e  a m o u n t  o f  d r y  
a g a r o s e  t o  1 5 0  m l  s  o f  T B E  a n d  a u t o c l a v i n g  i n  2 5 0  m l  E r l e n m e y e r  f l a s k s .  
T h e  f l a s k s  w e r e  a u t o c l a v e d  f o r  1 0 - 1 5  m i n u t e s  t o  t h o r o u g h l y  d i s s o l v e  t h e  
a g a r o s e .  A f t e r  a u t o c l a v i n g ,  t h e  g e l  s o l u t i o n  i n  t h e  f l a s k s  w a s  m i x e d  w e l l  
b y  s w i r l i n g  t h e  f l a s k .  T h i s  w a s  e s p e c i a l l y  i m p o r t a n t  w i t h  t h e  h i g h e r  
p e r c e n t a g e  g e l s .  T h e  h o t  g e l  s o l u t i o n  w a s  p o u r e d  i n t o  t h e  g e l  f o r m i n g  
t r a y .  T h e  a g a r o s e  w a s  a l l o w e d  t o  s o l i d i f y  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  f o r  3 0  
m i n u t e s  t o  2  h o u r s  b e f o r e  r e m o v i n g  t h e  e n d  p i e c e s  a n d  t h e  c o m b .  
W h e n  t h e  a g a r o s e  h a d  s o l i d i f i e d ,  t h e  g e l  t r a y  w a s  p l a c e d  i n  t h e  
h o r i z o n t a l  a p p a r a t u s  a n d  s u b m e r g e d  i n  T B E .  B P B  d y e  m i x  w a s  a d d e d  t o  e a c h  
s a m p l e .  T h e  s a m p l e s  w e r e  l o a d e d  i n t o  t h e  g e l  w e l l s  a n d  e l e c t r o p h o r e s e d  a t  
3 0 V  o v e r n i g h t  f o r  0 . 5 % ,  0 . 7 % ,  a n d  1 %  g e l s  a n d  1 5 0 - 2 0 0 V  f o r  3 - 4  h o u r s  f o r  
t h e  2 %  g e l s .  
T h e  g e l s  w e r e  s t a i n e d  f o r  1 5  m i n u t e s  i n  1  u g / m l  e t h i d i u m  b r o m i d e  i n  
T B E ,  a n d  t h e  D N A  v i s u a l i z e d  u n d e r  U V  l i g h t .  I f  t h e  D N A  b a n d s  w e r e  n o t  
f u l l y  r e s o l v e d ,  t h e  g e l s  w e r e  p l a c e d  b a c k  i n  t h e  t r a y s  a n d  e l e c t r o p h o r e s e d  
f o r  a  l o n g e r  p e r i o d  o f  t i m e .  K o d a k  R o y a l  P a n  f i l m  w a s  u s e d  t o  p h o t o g r a p h  
t h e  g e l s .  G e l s  c o u l d  a l s o  b e  w r a p p e d  i n  S a r a n  W r a p  a n d  s t o r e d  i n  t h e  c o l d  
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• f o r  s e v e r a l  d a y s  w i t h o u t  d e h y d r a t i o n  o r  s i g n i f i c a n t  D N A  d i f f u s i o n .  
E l e c t r o e 1 u t i o n  o f  D N A  F r a g m e n t s  
D N A  b a n d s  w e r e  s o m e t i m e s  c u t  o u t  o f  7 %  a c r y l a m i d e - T B E  g e l s  a n d  u s e d  
f o r  c l o n i n g  i n t o  M 1 3 ,  f o r  n i c k  t r a n s l a t i o n s ,  o r  f o r  r e s t r i c t i o n  e n z y m e  
d i g e s t s .  8 - 1 0  u g s  o f  c l o n e  D N A  w e r e  d i g e s t e d  w i t h  a n  a p p r o p r i a t e  
r e s t r i c t i o n  e n d o n u c l e a s e  i n  a  v o l u m e  o f  4 0  u l s .  A f t e r  d i g e s t i o n ,  1 0  u 1  s  
o f  t h e  B P B  d y e  m i x  w e r e  a d d e d ,  a n d  t h e  5 0  u l s  o f  D N A - d y e  m i x t u r e  w e r e  
l o a d e d  i n t o  e a c h  w e l l .  T h e  g e l  w a s  e l e c t r o p h o r e s e d  a n d  s t a i n e d  w i t h  
e t h i d i u m  b r o m i d e .  T o  a v o i d  t o o  m u c h  d a m a g e  t o  t h e  D N A ,  U V  i l l u m i n a t i o n  
w a s  a s  b r i e f  a s  p o s s i b l e .  
T h e  D N A  b a n d ( s )  o f  i n t e r e s t  w e r e  c u t  o u t  o f  t h e  g e l  a n d  t r a n s f e r r e d  
t o  a  p i e c e  o f  p a r a f i l m .  T h e s e  a c r y l a m i  d e  p i e c e s  w e r e  t h e n  p l a c e d  i n  
d i a l y s i s  t u b i n g  ( F i s h e r : S p e c t r o p o r  0 . 6 7 i n f  o r  0 . 2 5 i n f ) .  0 . 6 - 0 . 8  m l  s  o f  T E  
a n d  o n e  g e l  p i e c e  w a s  a d d e d  t o  e a c h  d i a l y s i s  b a g .  T h e s e  d i a l y s i s  b a g s  
w e r e  p u t  i n t o  a n  e 1 e c t r o e 1 u t i o n  b o x  w i t h  2 5 0 - 3 0 0  m l  s  o f  1 / l O x  T B E ,  a n d  t h e  
D N A  w a s  e l u t e d  f r o m  t h e  a c r y l a m i  d e  p i e c e s  b y  m a i n t a i n i n g  a  c o n s t a n t  
c u r r e n t  o f  3 5 m A  ( m i l l  l a m p s )  o v e r n i g h t .  T h e  p o l a r i t y  w a s  t h e n  r e v e r s e d  f o r  
1  m i n u t e  t o  l o o s e n  a n y  D N A  s t u c k  t o  t h e  d i a l y s i s  b a g ,  a n d  t h e  s o l u t i o n  
c o n t a i n i n g  t h e  D N A  w a s  r e m o v e d  w i t h  a  P a s t e u r  p i  p e t .  T h e  e m p t y  b a g  w a s  
r i n s e d  w i t h  a  s m a l l  a m o u n t  o f  T E  a n d  t h i s  w a s  c o m b i n e d  w i t h  t h e  o t h e r  D N A  
s o l u t i o n .  2 0  u g s  o f  t R N A  w e r e  a d d e d  a s  c a r r i e r  a n d  t h e  D N A  e t h a n o l  
p r e c i p  i  t a t e d .  
47 
S o u t h e r n  T r a n s f e r  a n d  H y b r i d i z a t i o n  
R e s t r i c t i o n  e n d o n u c l e a s e  d i g e s t e d  D N A  o r  v i r a l  s i n g l e  s t r a n d e d  DNA 
w a s  e l e c t r o p h o r e s e d  o n  a g a r o s e  g e l s .  T h e  D N A  w a s  d e n a t u r e d  b y  s o a k i n g  t h e  
g e l  i n  1 . 5  M  N a C l ,  0 . 5  M  N a O H  f o r  1 5 - 3 0  m i n u t e s  w i t h  o c c a s i o n a l  r o c k i n g .  
T h e  a l k a l i n e  s o l u t i o n  w a s  d e c a n t e d ,  t h e  g e l  r i n s e d  w i t h  d e  i o n i z e d  w a t e r ,  
and then neutralized by soaking for 30-60 minutes in 2.0 M NaCl, 1.0 M 
T R I S - H C 1  ( p H 5 . 5 ) .  
A  t r a n s f e r  a p p a r a t u s  ( d i a g r a m m e d  i n  A p p e n d i x  C )  w a s  s e t  u p  b y  f i l l i n g  
a  p a n  w i t h  2 0 x  S S C .  A  p l a s t i c  t r a y  w a s  i n v e r t e d  a n d  p l a c e d  i n  t h e  p a n  
c o n t a i n i n g  t h e  S S C .  A  p i e c e  o f  W h a t m a n n  # 1  f i l t e r  p a p e r  ( M i l l i p o r e )  w a s  
s o a k e d  i n  2 0 x  S S C  a n d  p l a c e d  o n  t h e  i n v e r t e d  p l a s t i c  t r a y  w i t h  t h e  e n d s  o f  
t h e  f i l t e r  p a p e r  h a n g i n g  i n  t h e  2 0 x  S S C  s o l u t i o n .  T h e  f i l t e r  p a p e r  w a s  
c h e c k e d  t o  m a k e  s u r e  t h e r e  w e r e  n o  a i r  b u b b l e s  t r a p p e d  b e t w e e n  i t  a n d  t h e  
p l a s t i c  t r a y .  
T h e  s o a k e d  g e l  w a s  t h e n  p l a c e d  o n  t h e  f i l t e r  p a p e r ,  m a k i n g  s u r e  n o  
a i r  b u b b l e s  w e r e  t r a p p e d .  A  K i m w i p e  w a s  u s e d  t o  b l o t  e x t r a  l i q u i d  f r o m  
t h e  t o p  o f  t h e  g e l .  T h e n  s t r i p s  o f  S a r a n  W r a p  w e r e  p l a c e d  a r o u n d  t h e  g e l  
c o v e r i n g  t h e  f i l t e r  p a p e r .  T h i s  p r e v e n t e d  t h e  p a p e r  t o w e l s  f r o m  t o u c h i n g  
t h e  w e t  f i l t e r  p a p e r .  
A  p i e c e  o f  n i t r o c e l l u l o s e  o r  G e n a t r a n  4 5  w a s  c u t  1  c m  l o n g e r  a n d  w i d e r  
t h a n  t h e  g e l  a n d  f l o a t e d  o n  d i s t i l l e d  d e  i o n i z e d  w a t e r .  G l o v e s  w e r e  w o r n  
w h e n  c u t t i n g  a n d  h a n d l i n g  t h e  n i t r o c e l l u l o s e  o r  G e n a t r a n ,  b e c a u s e  
f i n g e r p r i n t s  p r e v e n t e d  w e t t i n g  a n d  D N A  t r a n s f e r .  T h e  n i t r o c e l l u l o s e  o r  
G e n a t r a n  w a s  l a i d  o n  t o p  o f  t h e  g e l ,  a g a i n  c h e c k i n g  f o r  t r a p p e d  a i r  
b u b b l e s .  A  p i e c e  o f  W h a t m a n n  # 1  f i l t e r  p a p e r  w a s  c u t  t h e  s a m e  s i z e  a s  t h e  
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n i t r o c e l l u l o s e  a n d  w e t t e d  w i t h  2 0 x  S S C .  T h i s  w a s  t h e n  p l a c e d  o n  t o p  o f  
t h e  n i t r o c e l l u l o s e  p a p e r .  A  s t a c k  o f  p a p e r  t o w e l s  a t  l e a s t  5  i n c h e s  h i g h  
w a s  p l a c e d  o n  t o p  o f  t h e  W h a t m a n n  # 1  f i l t e r  p a p e r .  A  p l e x i g l a s  p l a t e  w a s  
p l a c e d  o n  t o p  o f  t h e  p a p e r  t o w e l s  a n d  t h i s  w a s  w e i g h t e d  d o w n  w i t h  a t  l e a s t  
a  5 0 0  g r a m  w e i g h t .  T r a n s f e r  o f  t h e  D N A  f r o m  t h e  g e l  t o  t h e  n i t r o c e l l u l o s e  
o r  G e n a t r a n  p a p e r  w a s  a l l o w e d  t o  p r o c e e d  o v e r n i g h t  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e .  
A t  t h e  c o m p l e t i o n  o f  t h e  t r a n s f e r ,  t h e  n i t r o c e l l u l o s e  o r  G e n a t r a n  w a s  
p l a c e d  i n  a  p a n  o f  1 0 0  m l  s  o f  2 x  S S C  a n d  g e n t l y  r o c k e d  f o r  a b o u t  2  
m i n u t e s .  T h e  n i t r o c e l l u l o s e  o r  G e n a t r a n  s h e e t  w a s  b l o t t e d  b e t w e e n  p a p e r  
t o w e l s .  T h e  s h e e t  w a s  t h e n  p l a c e d  b e t w e e n  p a p e r  t o w e l s  a n d  t h e s e  w e r e  
p l a c e d  b e t w e e n  t w o  g l a s s  p l a t e s .  T h e  p l a t e s  w e r e  c l a m p e d  t o g e t h e r ,  a n d  
b a k e d  i n  a  v a c u u m  o v e n  a t  8 0 ° C  f o r  2  h o u r s .  T h e  b a k e d  s h e e t  w a s  s o a k e d  i n  
3 x  S S C  f o r  3 0  m i n u t e s  a n d  t h e n  f o r  3  h o u r s  i n  I x  D e n h a r d t s  p l u s  0 . 2 %  S D S .  
P r e h y b r i d i z a t i o n  u s i n g  h e t e r o l o g o u s  D M A  w a s  n o t  n e c e s s a r y .  F o r  G e n a t r a n  
4 5 ,  t h e  B S A  c o n c e n t r a t i o n  w a s  r a i s e d  t o  0 . 5 %  a n d  t h e  S D S  w a s  r a i s e d  t o  1 % .  
A f t e r  3  h o u r s ,  t h e  f i l t e r s  w e r e  b l o t t e d  a n d  a i r  d r i e d .  
P r i o r  t o  h y b r i d i z a t i o n ,  t h e  f i l t e r s  w e r e  w e t t e d  i n  I x  D e n h a r d t s  a n d  
p l a c e d  i n  S e a l - A - M e a l  b a g s  w i t h  1 0 - 3 0  m l  s  o f  I x  D e n h a r d t s .  T h e  
r a d i o a c t i v e  p r o b e  w a s  b o i l e d  f o r  5 - 1 0  m i n u t e s ,  c o o l e d  o n  i c e ,  a n d  t h e n  
a d d e d  t o  t h e  b a g .  T h e  b a g  w a s  s e a l e d ,  a n d  t h e  w h o l e  m i x t u r e  w a s  i n c u b a t e d  
a t  < 5 0 ° C  o v e r n i g h t .  
A f t e r  h y b r i d i z a t i o n ,  t h e  f i l t e r s  w e r e  w a s h e d  f o r  2  h o u r s  a t  5 0 ° C  w i t h  
g e n t l e  s h a k i n g .  F o u r  c h a n g e s  o f  2 x  S S C  w e r e  m a d e  d u r i n g  t h e  2  h o u r  w a s h .  
T h e  f i l t e r s  w e r e  t h e n  a i r  d r i e d  a n d  a u t o r a d i o g r a p h e d .  
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D N A  S e q u e n c i n g  
Dldeoxx maibod 
A n  M 1 3 m p 9  s e q u e n c i n g  k i t  w a s  p u r c h a s e d  f r o m  B R L  a n d  t h e  m a n u a l  < 1 9 8 0 )  
w a s  - f o l l o w e d  w i t h  s e v e r a l  m o d i f i c a t i o n s  w h i c h  a r e  d e s c r i b e d  b e l o w .  
S i n g l e  s t r a n d e d ,  v i r a l  D N A  t e m p l a t e  w a s  p r e p a r e d  f r o m  5  m l  s  o f  J N 1 0 3  
i n f e c t e d  c u l t u r e  a s  d e s c r i b e d  i n  a  p r e v i o u s  s e c t i o n .  T h e  d r i e d  D N A  p e l l e t  
w a s  r e s u s p e n d e d  i n  9 . 3  u l s  o f  s t e r i l e ,  d i s t i l l e d ,  d e  i o n i z e d  w a t e r  i n  a  
s t e r i l e ,  1 . 5  m l  E p p e n d o r f  t u b e .  2  u l s  o f  t h e  1 6 b p  u n i v e r s a l  p r i m e r  w e r e  
a d d e d  a l o n g  w i t h  1 . 2  u l s  o f  t h e  l O x  c o n c e n t r a t e d  H i n  b u f f e r .  T h e  c o n t e n t s  
w e r e  m i x e d  w e l l  b y  t a p p i n g  t h e  t u b e  w i t h  a  p e n c i l .  T h e  m i x t u r e  w a s  
c o n c e n t r a t e d  a t  t h e  b o t t o m  o f  t h e  E p p e n d o r f  t u b e  b y  a  b r i e f  s p i n  i n  t h e  
m i c r o f u g e .  T h e  s a m p l e  w a s  t h e n  h e a t e d  f o r  1 0  m i n u t e s  i n  a  8 5 - 9 5 ° C  w a t e r -
f i l l e d  h e a t i n g  b l o c k .  A f t e r  1 0  m i n u t e s ,  t h e  w h o l e  b l o c k  w a s  r e m o v e d ,  
p l a c e d  o n  t h e  b e n c h  t o p ,  a n d  a l l o w e d  t o  c o o l  s l o w l y  t o  3 0 ° C .  T h i s  a l l o w e d  
t h e  a n n e a l i n g  o f  t h e  p r i m e r  t o  t h e  t e m p l a t e  a n d  u s u a l l y  t o o k  4 5 - 6 0  
m i n u t e s .  T h e  l i q u i d  i n  t h e  t u b e s  w a s  a g a i n  s p u n  d o w n  f o r  3 0  s e c o n d s  i n  
t h e  m i c r o f u g e .  
W h i l e  t h e  s a m p l e s  w e r e  c o o l i n g  i n  t h e  h e a t i n g  b l o c k ,  4  m i c r o f u g e  
t u b e s  ( l a b e l l e d  G ,  A ,  T ,  C )  w e r e  p r e p a r e d  b y  a d d i n g  t h e  f o l l o w i n g  r e a g e n t s  
t o  e a c h  t u b e :  
T u b e  G :  1  u l  G '  a n d  1  u 1  d d G  
T u b e  A :  1  u l  A "  a n d  1  u l  d d A  
T u b e  T ;  1  u l  T "  a n d  1  u l  d d T  
T u b e  C ;  1  u l  C  a n d  1  u l  d d C  
T h e s e  s o l u t i o n s  w e r e  a d d e d  t o  o p p o s i t e  s i d e s  o f  t h e  t u b e s  t o  a v i o d  
m i x i n g .  A s  n o t e d  i n  A p p e n d i x  B ,  i t  w a s  v e r y  i m p o r t a n t  t o  m a k e  f r e s h  
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n u c l e o t i d e  s t o c k  s o l u t i o n s  e v e r y  t w o  w e e k s .  
A f t e r  t h e  a n n e a l i n g  s a m p l e  h a d  c o o l e d ,  1 - 2  u 1  s  ( 5 - l O u C i )  o f  [ ^ " P l d A T P  
( A m m e r s h a m :  >  S O O C i / m m o l )  w e r e  a d d e d  t o  t h e  a n n e a l e d  m i x t u r e  a l o n g  w i t h  1  
u l  o f  0 . 1  M  d i t h i o t h r e i t o i  a n d  1  u l  o f  D N A  p o l y m e r a s e  K l e n o w  f r a g m e n t .  
T h e  c o n t e n t s  w e r e  m i x e d  b y  p i p e t t i n g .  3  u l  a l i q u o t s  w e r e  t h e n  p u t  i n t o  
e a c h  o f  t h e  4  t u b e s  c o n t a i n i n g  t h e  d e o x y  a n d  d i d e o x y  m i x e s .  T h e  3  u 1  s  
w e r e  p u t  i n  t h e  t u b e  s o  t h a t  i t  w o u l d  n o t  m i x  w i t h  e i t h e r  t h e  d e o x y  o r  
d i d e o x y  m i x .  T h e  t u b e s  w e r e  t h e n  c e n t r i f u g e d  i n  t h e  m i c r o f u g e  t o  
s i m u l t a n e o u s l y  m i x  t h e  a n n e a l e d ,  d e o x y ,  a n d  d i d e o x y  s o l u t i o n s  i n  a l l  f o u r  
t u b e s .  T h e  D N A  s e q u e n c i n g  r e a c t i o n s  w e r e  t h e n  a l l o w e d  t o  p r o c e e d  f o r  3 0  
m i n u t e s  i n  a  3 0 ° C  w a t e r  b a t h .  
A f t e r  t h i s  i n c u b a t i o n ,  1  u l  o f  0 . 5  m M  d A T P  w a s  a d d e d  t o  e a c h  o f  t h e  
f o u r  t u b e s ,  t h e  t u b e s  c e n t r i f u g e d ,  a n d  t h e n  i n c u b a t e d  f o r  a n o t h e r  3 0  
m i n u t e s  i n  t h e  3 0 ° C  w a t e r  b a t h .  T h i s  e x t e n d e d  t h e  D N A  c h a i n s  w h i c h  w e r e  
p r e m a t u r e l y  t e r m i n a t e d  d u e  t o  l o w  d A T P  c o n c e n t r a t i o n s .  
T h e  s e q u e n c i n g  r e a c t i o n s  w e r e  s t o p p e d  b y  a d d i t i o n  o f  1 4  u l s  o f  
f o r m a m i d e - d y e  m i x  w h i c h  w a s  m a d e  2 0  m M  N a O H  j u s t  p r i o r  t o  u s e .  T h e  D N A  i n  
t h e  s a m p l e s  w a s  t h e n  d e n a t u r e d  b y  h e a t i n g  a t  9 5 - 1 0 0 ° C  i n  a  w a t e r  f i l l e d  
h e a t i n g  b l o c k .  A f t e r  d e n a t u r i n g  f o r  5  m i n u t e s ,  4 - 5  u l s  o f  e a c h  s a m p l e  
w e r e  l o a d e d  i n t o  s e p a r a t e  g e l  w e l l s  u s i n g  a  1 0  u l  H a m i l t o n  s y r i n g e .  T h e  
r e s t  o f  t h e  s a m p l e  w a s  s t o r e d  a t  - 2 0 ° C .  T h e  s y r i n g e  w a s  e x t e n s i v e l y  
r i n s e d  a f t e r  l o a d i n g  e a c h  s a m p l e .  T h e  s a m p l e s  w e r e  l o a d e d  i n  c o n s e c u t i v e  
w e l l s  i n  t h e  o r d e r  G ,  A ,  T ,  C .  T h i s  w a s  e l  e c t r o p h o r e s e d  a t  1 6 0 0 V ,  4 0 m A ,  
f o r  2  t o  2 - 1 / 2  h o u r s ,  o r  u n t i l  t h e  b r o m o p h e n o l  b l u e  r e a c h e d  t h e  b o t t o m  o f  
t h e  g e l  .  
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Mmxam-rBilhari meiiind 
T h e  M a x a m - G i 1 b e r t  D N A  s e q u e n c i n g  w a s  p e r f o r m e d  i n  D r .  J o h n  D o n e l s o n ' s  
l a b o r a t o r y  a t  t h e  U n i v e r s i t y  o f  I o w a ,  I o w a  C i t y ,  I o w a .  
£dxJ lahelliag T w o  f r a g m e n t s  o f  p P G A 7  w e r e  p u r i f i e d  b y  
e l e c t r o e l u t i o n .  T h e  0 . 2 5  k b  H p a  I I - H p a  I I  f r a g m e n t ,  a n d  t h e  0 . 4 2  k b  B a m  
H I - H i n c  I I  f r a g m e n t  w e r e  e n d  l a b e l l e d  w i t h  [ ^ ^ P l d C T P  o r  [ ^ ^ P l d A T P .  
1 0  u g s  o f  0 . 2 5  k b  H p a  I I - H p a  I I  f r a g m e n t  w e r e  f i r s t  d i g e s t e d  w i t h  5 0  
u n i t s  o f  H a e  I I I  i n  a  t o t a l  v o l u m e  o f  1 0 0  u l s .  T h e  d i g e s t  w a s  a l l o w e d  t o  
p r o c e e d  f o r  1  h o u r  a t  3 7 ° C .  T h i s  w a s  t h e n  h e a t  i n a c t i v a t e d  a t  6 5 ^ t  f o r  1 0  
m i n u t e s .  T h i s  d i g e s t  p r o d u c e d  t w o  f r a g m e n t s ;  o n e  0 . 1 9  K b  a n d  t h e  o t h e r  
0 . 0 6  k b .  T h e  f o l l o w i n g  a m o u n t s  o f  t h e  f o l l o w i n g  s o l u t i o n s  w e r e  t h e n  
c o m b i n e d :  
1 0 0  u l s  H a e  I I I  d i g e s t e d  0 . 2 5  k b  H p a  I I - H p a  I I  f r a g m e n t  
1 0  u l s  l O x  ' L '  b u f f e r  
6 u l s  5 . 0  M  N a C l  
7 8  u l s  s t e r i l e  d i s t i l l e d  w a t e r  
4  u l s  [  P I d C T P  ( N e w  E n g l a n d  N u c l e a r :  >  3 0 0 0 C i / m m o l )  
2  u l s  D N A  p o l y m e r a s e  I  < 1  u n i t / u l )  
T h e  t o t a l  r e a c t i o n  v o l u m e  w a s  2 0 0  u l s .  T h i s  w a s  m i x e d  a n d  i n c u b a t e d  
o n  i c e  f o r  1 0  m i n u t e s .  2  u l s  o f  1 . 0  m M  d C T P  w e r e  t h e n  a d d e d  a n d  t h e  
s o l u t i o n  m i x e d  a n d  i n c u b a t e d  o n  i c e  f o r  a n o t h e r  5  m i n u t e s .  T h e  
r e c o g n i t i o n  s e q u e n c e  f o r  H p a  I I  i s  5 ' - C C G G - 3 '  w i t h  t h e  e n z y m e  c u t t i n g  
a f t e r  t h e  f i r s t  C .  T h i s  l e a v e s  a  G C  e x p o s e d  o n  t h e  3 ' - 5 '  D N A  s t r a n d .  B y  
a d d i n g  r a d i o a c t i v e  d C T P  i n  t h e  a b o v e  r e a c t i o n ,  t h e  5 ' - 3 '  s t r a n d  w a s  
1 a b e l 1 e d .  
T h e  0 . 4 2  k b  B a m  H I - H i n c  I I  f r a g m e n t  w a s  l a b e l l e d  i n  t h e  f o l l o w i n g  
m a n n e r  :  
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P r e c i p i t a t e d  D N A  - f r a g m e n t  ( 1 0  u g s )  
2 0  u l s  l O x  ' X H '  b u f f e r  
1 7 2  u l s  s l e r i l e  d i s t i l l e d  w a t e r  
4  u l s  [  P J d A T P  ( N e w  E n g l a n d  N u c l e a r :  >  3 0 0 0 C i / m m o 1 )  
2  u l s  1 0  m M  d G T P  
2  u l s  D N A  p o l y m e r a s e  I  ( 1  u n i t / u l )  
T h i s  w a s  m i x e d  a n d  i n c u b a t e d  o n  i c e  f o r  i 5  m i n u t e s .  T h e  r e c o g n i t i o n  
s e q u e n c e  f o r  B a m  H I  i s  5 ' - G G A T C C - 3 ' ,  a n d  t h a t  f o r  H i n c  I I  i s  5 ' - G T P y P u A C -
3 ' .  B a m  H I  c u t s  a f t e r  t h e  f i r s t  G ,  l e a v i n g  ' s t i c k y '  e n d s ,  w h i l e  H i n c  I I  
c u t s  b e t w e e n  t h e  p y r i m i d i n e  a n d  p u r i n e ,  l e a v i n g  ' b l u n t '  e n d s .  I n  t h e  
a b o v e  l a b e l l i n g  r e a c t i o n s ,  t h e  B a m  H I  s i t e  w a s  p r e f e r e n t i a l l y  l a b e l l e d .  
T h e  B a m  H I  d i g e s t i o n  l e a v e s  s i n g l e  s t r a n d e d  D N A  s e q u e n c e  o f  C T A G  o n  t h e  
3 ' - 5 '  s t r a n d .  T h e  u n l a b e l  l e d  d G T P  b a s e  p a i r e d  w i t h  t h e  C  a n d  t h e n  t h e  
p o l y m e r a s e  a d d e d  t h e  r a d i o a c t i v e  d A T P  t o  b a s e  p a i r  w i t h  t h e  T  o n  t h e  3 ' - 5 '  
s t r a n d .  
T h e  l a b e l l i n g  r e a c t i o n s  f o r  b o t h  f r a g m e n t s  w e r e  s t o p p e d  b y  a d d i t i o n  
o f  2 0 0  u l s  o f  s t e r i l e  d i s t i l l e d  w a t e r .  E a c h  r e a c t i o n  w a s  t h e n  p h e n o l  
e x t r a c t e d  t w o  t i m e s  f o l l o w e d  b y  t w o  e t h e r  e x t r a c t i o n s .  1 . 0  m l  o f  i c e  c o l d  
1 0 0 %  e t h a n o l  w a s  a d d e d  a n d  t h e  D N A  f r a g m e n t s  w e r e  p r e c i p i t a t e d .  T h e  
p r e c i p i t a t e d ,  l a b e l l e d  D N A  f r a g m e n t s  w e r e  t h e n  r e s u s p e n d e d  i n  1 0 0  u l s  o f  
s t e r i l e ,  d i s t i l l e d  w a t e r .  1 0  u l s  o f  5 . 0  M  a m m o n i u m  a c e t a t e  ( p H B )  a n d  2 5 0  
u l s  o f  i c e  c o l d  9 5 %  e t h a n o l  w e r e  t h e n  a d d e d  t o  e a c h  r e s u s p e n d e d  f r a g m e n t ,  
a n d  t h e  D N A  p r e c i p i t a t e d  a g a i n .  E a c h  D N A  p e l l e t  w a s  a g a i n  r e s u s p e n d e d  i n  
1 0 0  u l s  o f  s t e r i l e ,  d i s t i l l e d  w a t e r ,  1 0  u l s  o f  5 . 0  M  a m m o n i u m  a c e t a t e  
( p H 8 ) ,  a n d  2 5 0  u l s  o f  9 5 %  e t h a n o l ,  a n d  t h e  D N A  p r e c i p i t a t e d  a g a i n .  A f t e r  
t h e s e  p r e c i p i t a t i o n s ,  t h e  s p e c i f i c  a c t i v i t y  o f  t h e  H p a  I I - H p a  I I  f r a g m e n t  
w a s  l . O l x l O ^ c p m / u g D N A ,  a n d  t h a t  o f  t h e  B a m  H I - H i n c  I I  f r a g m e n t  w a s  
2 . 2 6 x  1 0 ' ^ c p m / u g D N A .  
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T h e  H p a  I l - H p a  I I  f r a g m e n t  w a s  r e s u s p e n d e d  i n  1 2 0  u l s ,  a n d  t h e  B a m  
H I - H i n c  I I  i n  3 6 0  u l s  o f  s t e r i l e  w a t e r .  T h i s  w a s  d i v i d e d  a m o n g  f o u r  
E p p e n d o r f  t u b e s  l a b e l l e d  G ,  C ,  A ,  a n d  T .  ( T h e  G  t u b e  w a s  f o r  t h e  6  
r e a c t i o n ;  t h e  C  t u b e  w a s  f o r  t h e  C  r e a c t i o n ;  t h e  A  t u b e  w a s  f o r  t h e  A + G  
r e a c t i o n ;  a n d  t h e  T  t u b e  w a s  f o r  t h e  T + C  r e a c t i o n . )  2 0  u l s  o f  t h e  
l a b e l l e d  f r a g m e n t  w e r e  p u t  i n t o  e a c h  o f  t h e  t u b e s  l a b e l l e d  G  a n d  C .  4 0  
u l s  w e r e  p u t  i n t o  e a c h  o f  t h e  t u b e s  l a b e l l e d  A  a n d  T .  T h e  e x t r a  B a m  H I  -
M i n e  I I  s o l u t i o n  w a s  s t o r e d  a t  - 7 0 ^ C .  
D N A  1 . 0  u 1  o f  1  m g / m l  t R N A  i n  w a t e r  w a s  a d d e d  t o  e a c h  
o f  t h e  f o u r  r e a c t i o n  t u b e s .  T h r e e  v o l u m e s  o f  a n  i c e  c o l d  9 0 %  e t h a n o l  ,  1 0 0  
m M  M g C l ^ ,  0 . 3  m M  a m m o n i u m  a c e t a t e  < p H 5 . 5 )  s o l u t i o n  w e r e  a d d e d  t o  e a c h  t u b e  
a n d  t h e  t u b e s  p u t  i n  d r y  i c e  f o r  1 0  m i n u t e s  t o  p r e c i p i t a t e  t h e  D N A .  T h e  
t u b e s  w e r e  t h e n  c e n t r i f u g e d  i n  t h e  m i c r o f u g e  i n  t h e  c o l d  f o r  1 5  m i n u t e s ,  
a n d  t h e  s u p e r n a t a n t  r e m o v e d  w i t h  a  d r a w n  o u t  P a s t e u r  p i p e t ,  0 . 5  m l  s  o f  
i c e  c o l d  7 0 %  e t h a n o l  w e r e  a d d e d ,  t h e  s a m p l e s  c e n t r i f u g e d  f o r  5  m i n u t e s ,  
t h e  s u p e r n a t a n t  r e m o v e d ,  a n d  t h e  p e l l e t s  d r i e d  i n  a  v a c u u m  d e s i c c a t o r  f o r  
1 0  m i n u t e s .  T h e  p e l l e t s  i n  t h e  ' T '  t u b e s  w e r e  r e s u s p e n d e d  i n  2 0  u l s  
w a t e r .  6 0  u l s  o f  i c e  c o l d  9 5 %  e t h a n o l  w e r e  a d d e d ,  t h e  s a m p l e s  p u t  i n  d r y  
i c e  f o r  1 0  m i n u t e s ,  a n d  t h e n  c e n t r i f u g e d  a n d  d r i e d  a s  b e f o r e .  
T h e  f o l l o w i n g  b a s e  m o d i f i c a t i o n s  w e r e  t h e n  c a r r i e d  o u t :  
G  t u b e ;  R e s u s p e n d  D N A  p e l l e t  i n  2 0 0  u l s  G - m i x  
A d d  1  u l  i c e  c o l d  D M S  
I n c u b a t e  a t  2 0  C  f o r  4  m i n u t e s  t h e n  p u t  o n  i c e  
I m m e d i a t e l y  a d d  5 0  u l s  G - s t o p ,  4  u l s  B M E ,  v o r t e x  
A d d  7 5 0  u l s  c o l d  9 5 %  e t h a n o l ,  v o r t e x ,  d r y  i c e d  
R e s u s p e n d  D M A  p e l l e t  i n  2 0  u l s  C - m i x  
A d d  3 0  u l s  c o l d  h y d r a z i n e ,  m i x  
I n c u b a t e  a t  2 0  C  - f o r  8  m i n u t e s  t h e n  p u t  o n  i c e  
I m m e d i a t e l y  a d d  2 0 0  u l s  o - f  C T - s t o p ,  v o r t e x  
A d d  7 5 0  u l s  c o l d  9 5 %  e t h a n o l ,  v o r t e x ,  d r y  i c e d  
R e s u s p e n d  D N A  p e l l e t  i n  2 0  u l s  T - m i x  
A d d  3 0  u l s  c o l d  h y d r a z i n e ,  m i x  
I n c u b a t e  a t  2 0  C  f o r  4 . 5  m i n u t e s ,  t h e n  p u t  o n  i c e  
I m m e d i a t e l y  a d d  2 0 0  u l s  o f  C T - s t o p ,  v o r t e x  
A d d  7 5 0  u l s  c o l d  9 5 %  e t h a n o l ,  v o r t e x ,  d r y  i c e d  
R e s u s p e n d  D N A  p e l l e t  i n  1 0 0  u l s  A - m i x  
A d d  1  u l  o f  1  m g / m l  s h e a r e d ,  d e n a t u r e d  s a l m o n  s p e r m  DNA 
S e a l  t u b e  w i t h  t e f l o n  t a p e ,  p l a c e  i n  p r e s s ,  t i g h t e n  
P u t  p r e s s  i n  9 0 ^ C  w a t e r  b a t h  f o r  3 . 5  m i n u t e s  
P l u n g e  p r e s s  i n t o  i c e .  
A d d  1 5 0  u l s  A - s t o p ,  5  u l s  1  m g / m l  t R N A ,  v o r t e x  
A d d  7 5 0  u l s  c o l d  9 5 %  e t h a n o l ,  v o r t e x ,  d r y  i c e d  
A l l  s a m p l e s  w e r e  l e f t  o n  d r y  i c e  f o r  a t  l e a s t  1 5  m i n u t e s .  T h e y  w e r e  
t h e n  c e n t r i f u g e d  f o r  1 5  m i n u t e s ,  a n d  t h e  s u p e r n a t a n t s  t r a n s f e r r e d  t o  
s e p a r a t e  E p p e n d o r f  t u b e s .  T h e  c o u n t s  i n  t h e  D N A  p e l l e t s  w e r e  c h e c k e d  
b e f o r e  d i s c a r d i n g  t h e  s u p e r n a t a n t s .  A t  t h i s  t i m e ,  t h e r e  w a s  a b o u t  a  9 0 %  
r e c o v e r y  o f  t h e  s t a r t i n g  c o u n t s .  T h e  p e l l e t s  w e r e  t h e n  r e s u s p e n d e d  i n  2 0 0  
u l s  o f  0 . 3  M  s o d i u m  a c e t a t e  < p H 5 . 5 ) .  6 0 0  u l s  o f  i c e  c o l d  9 5 %  e t h a n o l  w e r e  
a d d e d ,  t h e  s a m p l e s  v o r t e x e d ,  a n d  t h e  D N A  p r e c i p i t a t e d  b y  p u t t i n g  t h e  
s a m p l e s  i n  d r y  i c e  f o r  1 0  m i n u t e s .  T h e  s a m p l e s  w e r e  t h e n  c e n t r i f u g e d  f o r  
1 5  m i n u t e s ,  t h e  s u p e r n a t a n t  r e m o v e d ,  t h e  r a d i o a c t i v i t y  i n  t h e  p e l l e t s  
c h e c k e d ,  a n d  t h e  p e l l e t s  r e s u s p e n d e d  i n  3 0 0  u l s  o f  0 . 3  M  s o d i u m  a c e t a t e  
( p H 5 . 5 ) .  3 0 0  u l s  o f  i c e  c o l d  9 5 %  e t h a n o l  w e r e  a d d e d  t o  e a c h  t u b e ,  t h e  
t u b e s  v o r t e x e d ,  a n d  t h e  D N A  p r e c i p i t a t e d  a s  b e f o r e .  A f t e r  t h e  
r a d i o a c t i v i t y  i n  t h e  p e l l e t s  w a s  c h e c k e d ,  t h e  p e l l e t s  w e r e  d r i e d  i n  a  
v a c u u m  d e s i c c a t o r  f o r  3 0  m i n u t e s .  
5 0  u l s  o f  1 . 0  I M  p i p e r i d i n e  w e r e  a d d e d  t o  e a c h  t u b e  c o n t a i n i n g  t h e  
C  t u b e :  
T  t u b e :  
A  t u b e ;  
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d r i e d  D N A  p e l l e t s .  T h e  t u b e s  w e r e  s e a l e d  w i t h  t e f l o n  t a p e ,  v o r t e x e d  and  
p u t  i n t o  t h e  p r e s s .  T h e  p r e s s  w a s  p l a c e d  i n  a  9 0 ° C  w a t e r  b a t h  - f o r  3 0  
m i n u t e s .  A t  t h e  e n d  o - f  t h e  i n c u b a t i o n ,  t h e  p r e s s  w a s  p l u n g e d  i n t o  i c e .  
T h e  t u b e s  w e r e  r e m o v e d  f r o m  t h e  p r e s s  a n d  g i v e n  a  q u i c k  s p i n  i n  t h e  
m i c r o - f u g e  t o  b r i n g  d o w n  t h e  s o l u t i o n  c o n d e n s e d  a t  t h e  t o p  o f  t h e  t u b e .  
T h e  p i p e r i d i n e  s o l u t i o n  w a s  r e m o v e d  a n d  p u t  i n t o  n e w  E p p e n d o r f  t u b e s .  T h e  
E p p e n d o r f  t i p s  u s e d  t o  t r a n s f e r  t h e  p i p e r i d i n e  w e r e  s a v e d .  5 0  u l s  o f  0 . 3  
M  s o d i u m  a c e t a t e  < p H 5 . 5 )  w e r e  a d d e d  t o  t h e  ' o l d '  t u b e s .  T h e  t u b e s  w e r e  
vo r texed ,  and  the  p rev ious ly  used  Eppendor f  t i ps  were  used  to  t rans fe r  the  
s o d i u m  a c e t a t e  s o l u t i o n  t o  t h e  ' n e w '  t u b e s  c o n t a i n i n g  t h e  p i p e r i d i n e  
so lu t i on .  The  rad ioac t i v i t y  i n  the  ' o ld '  and  ' new '  tubes  was  checked .  I f  
t h e r e  w e r e  t o o  m a n y  c p m s  i n  t h e  ' o l d '  t u b e s ,  2 5  u l s  o f  t h e  s o d i u m  a c e t a t e  
s o l u t i o n  w e r e  a d d e d ,  t h e  t u b e s  v o r t e x e d  a n d  t h e  s o l u t i o n  a d d e d  t o  t h e  
' n e w '  t u b e s .  T h e  E p p e n d o r f  t i p s  a n d  t h e  ' o l d '  t u b e s  w e r e  t h e n  d i s c a r d e d .  
E a c h  s o l u t i o n  i n  t h e  ' n e w '  t u b e s  w a s  v o r t e x e d .  4 0 0  u l s  o f  i c e  c o l d  9 5 %  
e t h a n o l  w e r e  t h e n  a d d e d  t o  e a c h  t u b e ,  t h e  t u b e s  v o r t e x e d ,  p l a c e d  i n  d r y  
i c e  f o r  1 0  m i n u t e s  a n d  c e n t r i f u g e d  f o r  1 5  m i n u t e s .  T h e  s u p e r n a t a n t  w a s  
r e m o v e d  a n d  t h e  p e l l e t s  d r i e d  i n  a  v a c u u m  d e s i c c a t o r  f o r  a t  l e a s t  1  h o u r .  
T h e  c p m s  i n  e a c h  D N A  p e l l e t  w e r e  c h e c k e d  u s i n g  a  h a n d  h e l d  G e i g e r  
c o u n t e r .  T h e  D N A  p e l l e t s  w e r e  r e s u s p e n d e d  i n  a p p r o p r i a t e  v o l u m e s  o f  M G  
d y e  m i x  s o  t h a t  t h e  c p m s  i n  t h e  A  a n d  T  t u b e s  w e r e  t w i c e  t h a t  o f  t h e  c p m s  
i n  t h e  G  a n d  C  t u b e s .  T h e  r e s u s p e n d e d  s a m p l e s  w e r e  t h e n  p u t  i n t o  t h e  
p r e s s  a n d  p u t  i n  b o i l i n g  w a t e r  f o r  1  m i n u t e .  T h e  p r e s s  w a s  p l u n g e d  i n t o  
i c e  a n d  1  u l  o f  e a c h  s a m p l e  w a s  l o a d e d  i n t o  g e l  w e l l s .  T h e  s a m p l e s  w e r e  
l o a d e d  i n  c o n s e c u t i v e  w e l l s  i n  t h e  o r d e r ;  A ,  G ,  C ,  T .  
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D N A  S e q u e n c  i n g  G e l s  
T h e  D N A  s e q u e n c i n g  g e l s  - f o r  t h e  M a x a m - 6 i  1  b e r t  s e q u e n c i n g  p r o c e d u r e  
w e r e  8 5  c m  l o n g .  T h e y  w e r e  p r e p a r e d  b y  t h e  t e c h n i c i a n s  i n  D r .  J o h n  
D o n e l s o n ' s  l a b .  
T h e  D N A  s e q u e n c i n g  g e l s  - f o r  t h e  M l 3  d i d e o x y  p r o c e d u r e  w e r e  4 3 0 m m  x  
1 7 0 m m  X  0 . 5 m m .  T h e  g l a s s  p l a t e s  w e r e  p u r c h a s e d  f r o m  C e n t r a l  S t o r e s  a t  
I o w a  S t a t e  U n i v e r s i t y ,  a n d  t h e  s p a c e r s  a n d  c o m b s  w e r e  p u r c h a s e d  f r o m  
D a n k a r  P l a s t i c s .  
T h e  g l a s s  p l a t e s  - f o r  t h e  d i d e o x y  s e q u e n c i n g  g e l s  w e r e  w a s h e d  
c a r e f u l l y .  O n e  s i d e  o f  e a c h  p l a t e  w a s  s c r u b b e d  w i t h  a  p a s t e  o f  C o m e t .  
T h e  p l a t e s  w e r e  t h e n  r i n s e d  e x t e n s i v e l y  w i t h  d i s t i l l e d  w a t e r  a n d  K i m w i p e s  
t o  r e m o v e  a l l  t h e  C o m e t .  E a c h  p l a t e  w a s  d r i e d  w i t h  K i m w i p e s  a n d  t h e n  9 5 %  
e t h a n o l  w a s  s q u i r t e d  o n  t h e  c l e a n e d  g l a s s .  K i m w i p e s  w e r e  u s e d  t o  s p r e a d  
t h e  e t h a n o l  o n  t h e  g l a s s .  T h e  p l a t e s  w e r e  w i p e d  w i t h  c l e a n  K i m w i p e s  u n t i l  
t h e  e t h a n o l  h a d  e v a p o r a t e d .  T h e  c l e a n e d  s p a c e r s  w e r e  t h e n  p l a c e d  a l o n g  
t h e  s i d e s  a n d  t h e  b o t t o m  o f  t h e  l o n g e r  p l a t e .  T h e  s h o r t e r  p l a t e  w a s  
p l a c e d  c l e a n e d - s i d e  d o w n  o n  t h e  l o n g  p l a t e ,  t h e  s p a c e r s  a d j u s t e d ,  a n d  b o t h  
p l a t e s  c l a m p e d  t o g e t h e r .  
T o  p o u r  o n e  d i d e o x y  s e q u e n c i n g  g e l ,  8  m l  s  o f  a  4 0 %  a c r y l a m i d e  s t o c k  
s o l u t i o n  < 1 9 : 1  a c r y l a m i d e  t o  b i s a c r y l a m i  d e )  w e r e  m i x e d  w i t h  1 0  m l  s  
d i s t i l l e d ,  d e  i o n i z e d  w a t e r ,  4  m l  s  o f  l O x  T B E ,  a n d  1 9  g r a m s  o f  u r e a .  T h i s  
s o l u t i o n  w a s  p u t  i n t o  a  2 5 0  m l  g l a s s  b e a k e r ,  w a r m e d  i n  a  4 2 ° C  w a t e r  b a t h  
t o  d i s s o l v e  t h e  u r e a ,  a n d  t h e n  f i l t e r e d  t h r o u g h  t h r e e  l a y e r s  o f  M i r a c l o t h  
i n t o  a  g r a d u a t e d  c y l i n d e r .  D i s t i l l e d ,  d e  i o n i z e d  w a t e r  w a s  t h e n  a d d e d  t o  
t h e  c y l i n d e r  t o  g i v e  a  f i n a l  v o l u m e  o f  4 0  m i s .  T h e  s o l u t i o n  w a s  p o u r e d  
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b a c k  i n t o  t h e  g l a s s  b e a k e r  a n d  m i x e d  w e l l  b y  s w i r l i n g ,  0 . 2  m l  s  of a 10/: 
a m m o n i u m  p e r s u H a t e  s t o c k  s o l u t i o n  i n  w a t e r  w e r e  a d d e d  t o  t h e  b e a k e r  w i t h  
the acrylami de-urea solution. This was mixed well, and then 20 uls of 
T E M E D  w e r e  a d d e d  a n d  t h e  g e l  i m m e d i a t e l y  p o u r e d .  T h e  c o m b  w a s  i n s e r t e d  
a n d  t h e  a c r y l a m i  d e  a l l o w e d  t o  p o l y m e r i z e  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  f o r  1  h o u r  i n  
a  h o r i z o n t a l  p o s i t i o n  w i t h  t h e  c o m b  e n d  r e s t i n g  o n  a  p e t r i  d i s h .  I f  g e l s  
w e r e  p o u r e d  a  d a y  a h e a d  o f  t i m e ,  S a r a n  W r a p  w a s  p l a c e d  o v e r  t h e  c o m b  e n d  
a n d  t h e  g e l  s t o r e d  o v e r n i g h t  i n  t h e  c o l d .  W h e n  g e l s  w e r e  p r e p a r e d  a h e a d  
o f  t i m e ,  t h e y  w e r e  a l l o w e d  t o  w a r m  u p  t o  r o o m  t e m p e r a t u r e  b e f o r e  r e m o v i n g  
t h e  c o m b .  
J u s t  b e f o r e  u s e ,  t h e  c o m b s  a n d  b o t t o m  s p a c e r  w e r e  c a r e f u l l y  r e m o v e d  
a n d  t h e  w e l l s  i m m e d i a t e l y  f l u s h e d  w i t h  I x  T B E  i n  a  3 0  m l  s y r i n g e  w i t h  a  
2 0 - g a u g e  n e e d l e .  S i l i c o n e  v a c u u m  g r e a s e  w a s  s m e a r e d  o n  t h e  g e l  a p p a r a t u s  
( A p p e n d i x  B )  a n d  t h e  g e l  c l a m p e d  o n .  T h e  s h o r t  g l a s s  p l a t e  w a s  p l a c e d  
t o w a r d  t h e  v a c u u m  g r e a s e .  C l a m p s  w e r e  p l a c e d  v e r y  c l o s e  t o g e t h e r  a l o n g  
b o t h  v e r t i c a l  s i d e s  o f  t h e  g e l .  I f  t w o  g e l s  w e r e  b e i n g  r u n  
s i m u l t a n e o u s l y ,  t h e n  t h e  o t h e r  g e l  w a s  p l a c e d  o n  t h e  o t h e r  s i d e  o f  t h e  
a p p a r a t u s  i n  t h e  s a m e  m a n n e r ,  o t h e r w i s e  a  g l a s s  p l a t e  w a s  c l a m p e d  t o  t h e  
o t h e r  s i d e .  T h e  c l a m p i n g  o f  t h e  g e l s  t o  t h e  a p p a r a t u s  f o r m e d  t h e  u p p e r  
b u f f e r  c h a m b e r .  T h i s  c h a m b e r  w a s  t h e n  f i l l e d  w i t h  I x  T B E  a n d  t h e  
a p p a r a t u s  c h e c k e d  f o r  l e a k s .  T h e  a p p a r a t u s  w a s  p l a c e d  i n  t h e  b o t t o m  
b u f f e r  r e s e r v o i r  w h i c h  a l s o  c o n t a i n e d  I x  T B E .  T h e  n e g a t i v e  e l e c t r o d e  w a s  
a t t a c h e d  t o  t h e  u p p e r  r e s e r v o i r  a n d  t h e  p o s i t i v e  e l e c t r o d e  t o  t h e  b o t t o m  
r e s e r v o i r .  T h e  p r o t e c t i v e  s h i e l d  w a s  p l a c e d  a r o u n d  t h e  a p p a r a t u s ,  a n d  t h e  
g e l s  w e r e  p r e - e l e c t r o p h o r e s e d  ( u s i n g  a  D a n k a r  p o w e r  s u p p l y  p r o v i d e d  b y  D r .  
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J a c k  H o r o w i t z ,  I o w a  S t a t e  U n i v e r s i t y )  a t  1 6 0 0 V  o r  4 0 - 5 0 m A  u n t i l  t h e  
t e m p e r a t u r e  o f  t h e  g l a s s  p l a t e s  r e a c h e d  5 0 - 6 0 ° C .  T h i s  u s u a l l y  t o o k  2 - 3  
h o u r s .  
J u s t  p r i o r  t o  l o a d i n g  t h e  s a m p l e s ,  t h e  c u r r e n t  w a s  t u r n e d  o f f  a n d  t h e  
w e l l s  w e r e  - f l u s h e d  w i t h  I x  T B E .  T o  p r e v e n t  ' s m i l i n g '  o f  D N A  b a n d s ,  
s a m p l e s  w e r e  n o t  l o a d e d  i n t o  t h e  f o u r  o u t e r m o s t  w e l l s .  T h e s e ,  a n d  a n y  
o t h e r  b l a n k  w e l l s ,  w e r e  f i l l e d  w i t h  4 - 5  u l s  o f  t h e  f o r m a m i d e - d y e  m i x .  
A f t e r  l o a d i n g  a l l  t h e  s e q u e n c i n g  s a m p l e s ,  t h e  g e l s  w e r e  e l e c t r o p h o r e s e d  a t  
1 6 0 0 V  o r  4 0 m A  f o r  2  o r / a n d  5  h o u r s  d e p e n d i n g  o n  t h e  l e n g t h  o f  D N A  s e q u e n c e  
t o  b e  r e a d .  
A t  t h e  e n d  o f  t h e  r u n ,  t h e  u p p e r  b u f f e r  w a s  p o u r e d  o u t  a n d  t h e  c l a m p s  
r e m o v e d .  T h e  l o n g  g e l  p l a t e  w a s  c o o l e d  u n d e r  r u n n i n g  t a p  w a t e r  f o r  a  f e w  
m i n u t e s .  T h i s  u s u a l l y  c a u s e d  t h e  g e l  t o  a d h e r e  t o  t h e  l o n g  p l a t e .  T h e  
g l a s s  p l a t e s  c o n t a i n i n g  t h e  g e l  w e r e  p l a c e d  o n  n e w s p a p e r ,  l o n g - p l a t e - s i d e  
d o w n ,  a n d  a  m e t a l  s p a t u l a  w a s  u s e d  t o  p r y  t h e  p l a t e s  a p a r t .  T h i s  w a s  d o n e  
c a r e f u l l y  a n d  s l o w l y  t o  p r e v e n t  t h e  g e l  f r o m  t e a r i n g  o r  a i r  b u b b l e s  f r o m  
f o r m i n g  b e t w e e n  t h e  g e l  a n d  t h e  l o n g  g l a s s  p l a t e .  I f  a i r  b u b b l e s  d i d  
f o r m ,  t h e y  w e r e  c a r e f u l l y  w o r k e d  o u t  u s i n g  a  w a s h  b o t t l e  o f  T B E  a n d  m e t a l  
s p a t u l a .  
A  p i e c e  o f  W h a t m a n n  # 1  f i l t e r  p a p e r  w a s  p l a c e d  o n  t h e  g e l .  T h e  p a p e r  
w a s  r u b b e d  f i r m l y  o v e r  t h e  g e l  w h i c h  c a u s e d  t h e  g e l  t o  s t i c k  t o  t h e  f i l t e r  
p a p e r .  T h e  f i l t e r  p a p e r  p l u s  g e l  w a s  c a r e f u l l y  p e e l e d  a w a y  f r o m  t h e  l o n g  
g l a s s  p l a t e .  A t  t h i s  p o i n t ,  a  G e i g e r  c o u n t e r  c o u l d  b e  u s e d  t o  c h e c k  t h e  
a m o u n t  o f  r a d i o a c t i v i t y  p r e s e n t .  T h e  g e l  w a s  t h e n  d r i e d  f o r  1  h o u r  u s i n g  
a  l a r g e  H o e f f e r  g e l  d r i e r  s u p p l i e d  b y  D r .  J o a n  S t a d l e r  ( I o w a  S t a t e  
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U n i v e r s i t y ) .  T h e  d r i e d  g e l  w a s  a u t o r a d i o g r a p h e d  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  
o v e r n i g h t .  S o m e t i m e s  t h e  g e l  w a s  a  b i t  s t i c k y  a f t e r  d r y i n g ,  s o  a  s h e e t  o f  
t h e  p a p e r  p a c k e d  w i t h  t h e  s h e e t s  o f  X - r a y  f i l m  w a s  p l a c e d  b e t w e e n  t h e  g e l  
a n d  t h e  f i l m .  
D e t e r m i n a t i o n  o f  t h e  R e p e a t e d  S e q u e n c e  S i z e  
i n  p P G A 7  a n d  p P G B 9  
T o  d e t e r m i n e  t h e  s i z e  o f  t h e  r e p e a t e d  s e q u e n c e  c o n t a i n e d  i n  c l o n e s  
p P G A 7  a n d  p P G B 9 ,  t r a c e  a m o u n t s  o f  n i c k  t r a n s l a t e d  B a m  H I  i n s e r t s  o f  p P G A 7  
a n d  p P G B 9  w e r e  h y b r i d i z e d  t o  u n l a b e l  l e d  c a l f  t h y m u s  D M A .  T h e  r e a c t i o n s  
w e r e  p e r f o r m e d  i n  1 0 0  u l  v o l u m e s .  9 0  u l s  o f  3 , 0  A » , »  u n i t s  o f  c a l f  t h y m u s  
z o U  
D M A  i n  T E  w e r e  m i x e d  w i t h  l O ^ c p m  o f  c l o n e  i n s e r t .  ( C o n t r o l  h y b r i d i z a t i o n s  
o f  l O ^ c p m  o f  c l o n e  i n s e r t  a l o n e  w e r e  r u n  i n  p a r a l l e l . )  T h e  D N A  i n  t h e  
r e a c t i o n s  w a s  d e n a t u r e d  b y  p l a c i n g  t h e  t u b e s  i n  b o i l i n g  w a t e r  f o r  1 0  
m i n u t e s .  T h e  t u b e s  w e r e  i m m e d i a t e l y  p u t  o n  i c e ,  a n d  1 0  u l s  o f  3 . 0  M  N a C l  
w e r e  a d d e d  t o  e a c h  t u b e .  T h e  t u b e s  w e r e  i n c u b a t e d  a t  6 0 ° C  f o r  2  h o u r s .  
T w o  t u b e s  e a c h  o f  r e a c t i o n s  c o n t a i n i n g  c a l f  t h y m u s  p l u s  p P G A ?  i n s e r t ,  
c a l f  t h y m u s  p l u s  p P G B 9  i n s e r t ,  p P G A ?  i n s e r t  a l o n e ,  a n d  p P G B 9  i n s e r t  a l o n e  
w e r e  n o t  i n c u b a t e d  a t  6 0 ° C .  T h e s e  s e r v e d  a s  ' i n i t i a l  t i m e '  o r  ' z e r o  t i m e '  
c o n t r o l s .  
2 0  u g s  o f  a  4  m g s / m l  s t o c k  o f  t R N A  w e r e  a d d e d  t o  e a c h  r e a c t i o n  t u b e  
e i t h e r  i m m e d i a t e l y  a f t e r  b o i l i n g  ( c o n t r o l  t u b e s )  o r  a f t e r  t h e  
h y b r i d i z a t i o n s .  A l l  s a m p l e s  w e r e  t h e n  e t h a n o l  p r e c i p i t a t e d .  
T h e  d r i e d  D N A  p e l l e t s  f r o m  e a c h  h y b r i d i z a t i o n  a n d  c o n t r o l  s a m p l e  w e r e  
r e s u s p e n d e d  i n  1 0  u l s  o f  s t e r i l e  w a t e r .  2  u l s  o f  1  O x  S I  n u c l e a s e  a s s a y  
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b u f f e r ,  0  o r  7 0  u n i t s  o f  S I  n u c l e a s e ,  a n d  s t e r i l e  w a t e r  w e r e  t h e n  a d d e d  t o  
e a c h  t u b e  t o  g i v e  a  f i n a l  v o l u m e  o f  2 0  u l s .  A l l  s a m p l e s  w e r e  i n c u b a t e d  a t  
3 7 ° C  f o r  2  o r  4  h o u r s .  5  u l s  o f  B P B  d y e  m i x  w e r e  a d d e d  t o  e a c h  s a m p l e ,  
a n d  t h e  s a m p l e s  e l e c t r o p h o r e s e d  o n  a  2 %  a g a r o s e - T B E  g e l .  T h e  g e l  w a s  
s t a i n e d  w i t h  e t h i d i u m  b r o m i d e ,  w r a p p e d  i n  S a r a n  W r a p  a n d  a u t o r a d i o q r a p h e d  
a t  r o o m  t e m p e r a t u r e .  
H y b r i d i z a t i o n  E x p e r i m e n t s  t o  D e t e r m i n e  t h e  F r a c t i o n  o f  
t h e  B o v i n e  G e n o m e  C o m p l i m e n t a r y  t o  p P G A ?  a n d  p P G B ?  
V i r a l  D N A  f r o m  M l 3  c l o n e s  c o n t a i n i n g  t h e  B a m  H I  i n s e r t  o f  p P 6 A 7  o r  
p P G B 9  w a s  h y b r i d i z e d  t o  t r a c e  a m o u n t s  o f  n i c k  t r a n s l a t e d  c a l f  t h y m u s  D N A .  
H y b r i d i z a t i o n  r e a c t i o n s  w e r e  p e r f o r m e d  i n  1 0 0  u 1  v o l u m e s  i n  0 . 3  M  N a C l .  
S a m p l e s  c o n t a i n i n g  v i r a l  D N A  p l u s  l O ^ ^ c p m s  o f  c a l f  t h y m u s  D N A ,  a n d  s a m p l e s  
c o n t a i n i n g  j u s t  l O ' ^ c p m s  o f  c a l f  t h y m u s  D N A  w e r e  b o i l e d  f o r  1 0  m i n u t e s ,  p u t  
o n  i c e ,  t h e n  e i t h e r  e t h a n o l  p r e c i p i t a t e d  o r  i n c u b a t e d  a t  6 0 ° C  f o r  l e n g t h s  
o f  t i m e  c o r r e s p o n d i n g  t o  C o t  v a l u e s  o f  1 0  a n d  1 0 0 .  ( T h e  C o t  f o r  
r e p e t i t i v e  b o v i n e  D N A  i s  0 . 1 . )  
T h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  v i r a l  D N A  s t o c k  c o n t a i n i n g  t h e  B a m  H I  i n s e r t  
o f  pPGA7 ( ca l l ed  M13mp8BA7)  was  4 .1  Ag^g  un i t s  and  i t s  leng th  was  abou t  9  
k b .  T h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  v i r a l  D N A  s t o c k  c o n t a i n i n g  t h e  B a m  H I  i n s e r t  
o f  p P G B ?  ( c a l l e d  M 1 3 m p 8 B B 9 )  w a s  2  A g ^ g  u n i t s  a n d  i t s  l e n g t h  w a s  a b o u t  1 1  
k b .  T h e  c a l c u l a t e d  C o t  v a l u e s  f o r  t h e  M 1 3 m p 8 B A 7  a n d  M 1 3 m p B B B 9  w e r e  
- 3  - 3  
2 . 1 x 1 0  ,  a n d  2 . 6 x 1 0  ,  r e s p e c t i v e l y .  
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T h r e e  s e t s  o f  h y b r i d i z a t i o n  e x p e r i m e n t s  w e r e  s e t  u p  a s  f o l l o w s :  
H y b r i d i z a t i o n  E q u i v a l e n t  
Cq± 
1 0  
1 0 0  
1 0  
1 0 0  
1 0  
1 0 0  
C o n t r o l s  o f  l O ^ c p m s  o f  c a l f  t h y m u s  D N A  a l o n e  w e r e  i n c u b a t e d  a t  6 0 ° C  
a l o n g  w i t h  e a c h  o f  t h e  a b o v e  e x p e r i m e n t s .  A t  t h e  e n d  o f  t h e  h y b r i d i z a t i o n  
i n c u b a t i o n ,  a l l  s a m p l e s  w e r e  e t h a n o l  p r e c i p i t a t e d .  T h e  d r i e d  D N A  p e l l e t s  
w e r e  i n c u b a t e d  a t  3 7 ° C  w i t h  0  o r  7 0  u n i t s  o f  S I  n u c l e a s e  i n  a  t o t a l  
r e a c t i o n  v o l u m e  o f  1 0 0  u l s .  1 0 0  u l s  o f  c o l d  0 . 1  M  p o t a s s i u m  p h o s p h a t e  
b u f f e r  ( p H 6 . 8 )  w e r e  a d d e d  t o  e a c h  s a m p l e ,  t h e  s a m p l e  a p p l i e d  t o  a  
h y d r o x y l a p a t i t e  c o l u m n  a n d  t h e  a m o u n t  o f  r a d i o a c t i v i t y  i n  t h e  h y b r i d i z e d  
D N A  d e t e r m i n e d .  
S i n c e  t h e  M 1 3  v i r a l  D N A  w a s  u s e d ,  s e l f - h y b r i d i z a t i o n  o f  t h e  v i r a l  D N A  
c o u l d  n o t  o c c u r .  O n l y  1  s t r a n d  o f  t h e  c l o n e d  b o v i n e  r e p e a t e d  s e q u e n c e  w a s  
a v a i l a b l e  f o r  h y b r i d i z a t i o n ;  t h e r e f o r e ,  v a l u e s  o b t a i n e d  f o r  t h e  p e r c e n t  o f  
b o v i n e  D N A  w h i c h  h y b r i d i z e d  w e r e  d o u b l e d  t o  g i v e  t h e  p e r c e n t  o f  t h e  b o v i n e  
g e n o m e  m a d e  u p  o f  r e p e a t e d  s e q u e n c e s .  
S a m p l e  
M 1 3 m p 8 B A 7  
# 1  p l u s  1 0  c p m s  o f  
c a l f  t h y m u s  D N A  
M 1 3 m p 8 B B 9  
# 2  p l u s  1 0  c p m s  o f  
c a l f  t h y m u s  D N A  
# 3  
M 1 3 m p 8 B A 7  
p i  u s  M l g m p B B B ?  
p l u s  1 0  c p m s  o f  
c a l f  t h y m u s  D N A  
lime 
2  h o u r s  6  m i n u t e s  
2 1  h o u r s  4  m i n u t e s  
4  h o u r s  1 9  m i n u t e s  
4 3  h o u r s  1 2  m i n u t e s  
1  h o u r  2 6  m i n u t e s  
1 4  h o u r s  2 4  m i n u t e s  
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H y d r o x y l a p a t i t e  C h r o m a t o g r a p h y  
A n  a p p a r a t u s  w a s  b u i l t  w h e r e b y  1 8  h y d r o x y l a p a t i t e  ( H A P )  c o l u m n s  c o u l d  
b e  r u n  a t  t h e  s a m e  t i m e .  T h i s  a p p a r a t u s  u s e d  p l a s t i c  d i s p o s a b l e  s y r i n g e s  
a n d  i s  s h o w n  i n  A p p e n d i x  C .  
E a c h  c o l u m n  u s e d  2 . 0  g r a m s  o f  D N A  g r a d e  H A P  ( B i o r a d )  w h i c h  h a d  b e e n  
b o i l e d  f o r  1 5  m i n u t e s  i n  0 . 2  M  p o t a s s i u m  p h o s p h a t e  b u f f e r  ( p H 6 . 8 )  ( K o h n e  
a n d  B r i t t e n ,  1 9 7 5 ;  B r i t t e n ,  e t  a l . ,  1 9 7 4 ) .  A f t e r  b o i l i n g ,  t h e  H A P  w a s  
e q u i l i b r a t e d  w i t h  0 . 0 5  M  p o t a s s i u m  p h o s p h a t e  b u f f e r  ( K P B ) ,  a n d  t h e  f i n e s  
r e m o v e d  b e f o r e  p o u r i n g  t h e  c o l u m n .  T h e  2 . 0  g r a m s  o f  e q u i l i b r a t e d  H A P  w a s  
t h e n  p o u r e d  i n t o  t h e  s y r i n g e  a n d  t h e  H A P  a l l o w e d  t o  s e t t l e .  E a c h  c o l u m n  
w a s  w a s h e d  t w i c e  w i t h  2 . 0  m i s  o f  0 . 0 5  M  K P B .  T h e  s e c o n d  w a s h  w a s  
c o l l e c t e d  i n  a  p l a s t i c  m i n i  v i a l ,  a n d  t h i s  w a s  u s e d  a s  a  c o n t r o l .  
T h e  D W  w a s  t h e n  a d d e d  t o  t h e  c o l u m n  i n  0 . 0 5  I M  K P B  ( 4 0  u g s  o f  t R N A  
w e r e  a d d e d  t o  t h o s e  s a m p l e s  w h i c h  c o n t a i n e d  l e s s  t h a n  5 0  u g s  o f  D N A ) .  T h e  
c o l u m n  w a s  w a s h e d  w i t h  2 . 0  m i s  o f  0 . 0 5  l i  K P B  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e ,  t h e n  
w i t h  2 . 0  m i s  o f  0 . 0 5  M  K P B  a t  6 0 ° C ,  a n d  t h e n  t w i c e  w i t h  2 . 0  m i s  o f  0 . 2  M  
K P B  a t  6 0 ° C .  
3 . 0  m i s  o f  A q u a s o l  s c i n t i l l a t i o n  c o c k t a i l  w e r e  t h e n  a d d e d  t o  e a c h  o f  
t h e  f o l l o w i n g  m i n i v i a l s :  
# 1  :  2 . 0  m i s  o f  0 . 0 5  M  K P B  w a s h  b e f o r e  a d d i t i o n  
o f  t h e  D N A  s a m p l e  
# 2 :  2 . 0  m i s  o f  0 . 0 5  M  K P B  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  
a f t e r  t h e  a d d i t i o n  o f  t h e  D N A  s a m p l e  
# 3 :  2 . 0  m i s  o f  0 . 0 5  M  K P B  a t  6 0 ° C  a f t e r  t h e  
a d d i t i o n  o f  t h e  D N A  s a m p l e  
# 4 :  2 . 0  m i s  o f  0 . 2  M  K P B  a t  6 0 ° C  a f t e r  t h e  
a d d i t i o n  o f  t h e  D N A  s a m p l e  
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# 5 :  2 . 0  m i s  o f  0 . 2  M  K P B  a t  6 0 ° C  a f t e r  t h e  
a d d i t i o n  o f  t h e  D N A  s a m p l e  
A f t e r  t h e  c o c k t a i l  w a s  a d d e d  t o  e a c h  o f  t h e  v i a l s ,  t h e  s o l u t i o n  i n  
t h e  v i a l s  w a s  m i x e d  w e l l .  T h e s e  w e r e  p l a c e d  i n  a  s c i n t i l l a t i o n  c o u n t e r  
a n d  e a c h  v i a l  c o u n t e d  f o r  5 - 1 0  m i n u t e s .  T h e  p e r c e n t a g e  o f  d o u b l e  s t r a n d e d  
D N A  i n  e a c h  h y b r i d i z a t i o n  r e a c t i o n  w a s  t h e n  d e t e r m i n e d  b y  d i v i d i n g  t h e  
c p m s  i n  v i a l s  # 4  +  # 5  b y  t h e  t o t a l  c p m s  i n  t h e  s a m p l e ,  v i a l s  # 2  +  # 3  +  # 4  
+  # 5 .  
S I  N u c l e a s e  D i g e s t i o n  
S I  n u c l e a s e  w a s  o b t a i n e d  f r o m  B R L .  U n d e r  a p p r o p r i a t e  c o n d i t i o n s  o f  
s a l t  a n d  t e m p e r a t u r e ,  S I  n u c l e a s e  s e l e c t i v e l y  d e g r a d e s  s i n g l e  s t r a n d e d  b u t  
n o t  d o u b l e  s t r a n d e d  D N A .  F i g u r e  3  d e m o n s t r a t e s  t h a t  t h e  c o n d i t i o n s  u s e d  
i n  t h i s  w o r k  w e r e  s e l e c t i v e  f o r  s i n g l e  s t r a n d e d  D N A .  
F o r  d i g e s t s  o f  s i n g l e  s t r a n d e d  D N A s ,  1 / 1 0  v o l u m e  o f  t h e  l O x  S I  
n u c l e a s e  a s s a y  b u f f e r ,  a n d  a t  l e a s t  0 . 5  u n i t s  o f  e n z y m e / u g  o f  D N A  w e r e  
u s e d  p e r  r e a c t i o n .  T h e  d i g e s t i o n  m i x t u r e s  w e r e  i n c u b a t e d  a t  3 7 ° C  f o r  1 ,  
2 ,  o r  4  h o u r s .  T h e  r e a c t i o n s  w e r e  s t o p p e d  b y  e t h a n o l  p r e c i p i t a t i o n  f o r  
g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  o r  d i l u t i o n  w i t h  K P B  f o r  h y d r o x y l a p a t i t e  
c h r o m a t o g r a p h y .  
E t h a n o l  P r e c i p i t a t i o n  o f  D N A  
O n e - t e n t h  v o l u m e  o f  3  M  s o d i u m  a c e t a t e  < p H 8 )  w a s  a d d e d  t o  t h e  D N A  
s o l u t i o n  t o  b e  p r e c i p i t a t e d .  A t  l e a s t  t w o  v o l u m e s  o f  i c e  c o l d  1 0 0 %  
e t h a n o l  w e r e  t h e n  a d d e d ,  a n d  t h e  t u b e s  c o n t a i n i n g  t h e  D N A ,  s o d i u m  a c e t a t e ,  
F I G U R E  3 :  D o u b l e  a n d  s i n g l e  s t r a n d e d  D N A  d i g e s t e d  w i t h  S I  n u c l e a s e  u n d e r  
t h e  c o n d i t i o n s  u s e d  i n  a l l  S I  n u c l e a s e  d i g e s t i o n s  
L a n e  1 ,  s i n g l e  s t r a n d e d ,  M l 3  v i r a l  D N A ;  L a n e  2 ,  s i n g l e  s t r a n d e d ,  
M 1 3  v i r a l  D N A  p l u s  S I  n u c l e a s e ;  L a n e  3 ,  d o u b l e  s t r a n d e d .  M l 3  r e p l i c a t i v e  
f o r m  D N A ;  L a n e  4 ,  d o u b l e  s t r a n d e d ,  M 1 3  r e p l i c a t i v e  - f o r m  D N A  p l u s  S I  
n u c 1  e a s e .  
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a n d  e t h a n o l  w e r e  m i x e d  w e l l .  T h e s e  w e r e  t h e n  p l a c e d  a t  - 7 0 ° C  f o r  a t  l e a s t  
3 0  m i n u t e s .  T h i s  w a s  - f o l l o w e d  b y  a  1 5 - 2 0  m i n u t e  c e n t r  i - f u g a t  i  o n  i n  t h e  
m i c r o f u g e  o r  t h e  I  E C  c e n t r i f u g e  a t  8 , 0 0 0 - 1 0  , 0 0 0 r p m s .  T h e  s u p e r n a t a n t  w a s  
p o u r e d  o f f ,  a n d  1 . 0  m l  o f  i c e  c o l d  7 0 %  e t h a n o l  w a s  t h e n  a d d e d  w i t h o u t  
m i x i n g .  T h i s  w a s  c e n t r i f u g e d  f o r  a n o t h e r  5  m i n u t e s ,  t h e  s u p e r n a t a n t  
p o u r e d  o f f ,  t h e  t o p  o f  t h e  t u b e  c o v e r e d  w i t h  a  K i m w i p e ,  a n d  t h e  p e l l e t s  
d r i e d  u n d e r  v a c u u m  f o r  5  m i n u t e s .  
I f  D N A  c o n c e n t r a t i o n s  i n  t h e  i n i t i a l  s o l u t i o n  w e r e  l o w ,  o r  i f  s m a l l  
p i e c e s  o f  D N A  < <  5 0 0  b p )  w e r e  t o  b e  p r e c i p i t a t e d ,  2 0 - 4 0  u g s  o f  a  4  m g / m l  
t R N A  s o l u t i o n  i n  w a t e r  w e r e  a d d e d  t o  a c t  a s  a  c a r r i e r .  
S p e r m i n e  P r e c i p i t a t i o n  o f  D N A  
F r a g m e n t s  o f  D N A  g r e a t e r  t h a n  3 0 0  b p  w e r e  e f f e c t i v e l y  p r e c i p i t a t e d  
u s i n g  s p e r m i n e .  T h e  s a l t  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  D N A  t o  b e  p r e c i p i t a t e d  w a s  
a d j u s t e d  t o  5 0  m M .  A p p r o p r i a t e  v o l u m e s  o f  a  0 . 1  M  s t o c k  s o l u t i o n  o f  
s p e r m i n e  i n  w a t e r  w e r e  a d d e d  t o  g i v e  a  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  5  m M .  T h i s  
s o l u t i o n  w a s  m i x e d ,  i n c u b a t e d  o n  i c e  f o r  1 5  m i n u t e s ,  a n d  t h e n  c e n t r i f u g e d  
i n  t h e  m i c r o f u g e  f o r  1 5  m i n u t e s .  
T h e  s u p e r n a t a n t  w a s  p o u r e d  o f f  a n d  1 . 0  m l  o f  s p e r m i n e  w a s h  w a s  a d d e d  
t o  t h e  p e l l e t .  T h i s  w a s  i n c u b a t e d  o n  i c e  f o r  a t  l e a s t  2  h o u r s .  T h e  D N A -
w a s h  s o l u t i o n  w a s  c e n t r i f u g e d  f o r  1 5  m i n u t e s  i n  t h e  m i c r o f u g e  a n d  t h e  
s u p e r n a t a n t  a g a i n  p o u r e d  o f f .  1 . 0  m l  o f  i c e  c o l d  7 0 %  e t h a n o l  w a s  a d d e d  t o  
t h e  p e l l e t ,  a n d  t h i s  w a s  a g a i n  c e n t r i f u g e d  f o r  a n o t h e r  5  m i n u t e s .  T h e  
s u p e r n a t a n t  w a s  p o u r e d  o f f ,  a n d  t h e  D N A  p e l l e t  d r i e d .  
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F I u o r o g r a p h y  
W h e n  t r i t i a t e d  D M A  w a s  u s e d  a s  a  h y b r i d i z a t i o n  p r o b e ,  t h e  
n i t r o c e l l u l o s e  - f i l t e r  p a p e r  w a s  i m p r e g n a t e d  w i t h  a  - f l u o r .  T h i s  w a s  
n e c e s s a r y  i n  o r d e r  f o r  t h e  t r i t i u m  b e t a  e m i s s i o n s  t o  e x p o s e  t h e  X - r a y  
f i l m .  
A f t e r  t h e  h y b r i d i z a t i o n ,  t h e  n i t r o c e l l u l o s e  p a p e r  w a s  t h o r o u g h l y  a i r -
d r i e d .  T h e  d r i e d  s h e e t  w a s  t h e n  s a t u r a t e d  w i t h  a  3 0 %  s o l u t i o n  o f  2 , 5 -
d i p h e n y l o x a z o l e  ( P R O )  i n  t o l u e n e .  T h e  f l u o r  s a t u r a t e d  n i t r o c e l l u l o s e  w a s  
a i r  d r i e d  a n d  t h e n  t a p e d  t o  a  p i e c e  o f  c a r d b o a r d .  A  p i e c e  o f  X - r a y  f i l m  
w a s  p l a c e d  a g a i n s t  t h e  n i t r o c e l l u l o s e  a n d  p l a c e d  b e t w e e n  t w o  p i e c e s  o f  
c a r d b o a r d .  T h i s  w a s  w r a p p e d  i n  a l u m i n u m  f o i l ,  a n d  t h e  l i g h t - t i g h t  p a c k a g e  
w a s  c l a m p e d  a n d  k e p t  a t  - 7 0 ° C  f o r  3 - 4  w e e k s .  A f t e r  t h e  e x p o s u r e  t i m e ,  t h e  
X - r a y  f i l m  w a s  d e v e l o p e d .  
P h o t o g r a p h y  
P h o t o g r a p h s  o f  a g a r o s e  a n d  a c r y l a m i d e  g e l s  w e r e  t a k e n  w i t h  a  P o l a r o i d  
c a m e r a  p o s i t i o n e d  o v e r  a  l o n g  w a v e  U V  l i g h t  b o x  ( W  P r o d u c t s ) .  A  r e d  
f i l t e r  w a s  m a d e  f r o m  r e d  c e l l o p h a n e  a n d  u s e d  i n  t a k i n g  t h e  p i c t u r e s .  
T w o  t y p e s  o f  f i l m  w e r e  u s e d ,  P o l a r o i d  t y p e  5 7  o r  K o d a k  R o y a l  P a n  4 1 4 1  
( E s t a r  t h i c k  b a s e ,  0 . 1 8 m m ) .  T y p e  5 7  f i l m  w a s  e x p o s e d  f r o m  1 / 2  t o  3  
s e c o n d s  d e p e n d i n g  u p o n  t h e  b r i g h t n e s s  o f  t h e  D N A  b a n d s .  I t  w a s  f o u n d  t h a t  
t h e  K o d a k  f i l m  g a v e  h i g h e r  q u a l i t y  p h o t o g r a p h s ,  s o  i t  w a s  u s e d  f o r  a l l  
l a t e r  p h o t o g r a p h s .  
T h e  K o d a k  R o y a l  P a n  n e g a t i v e s  w e r e  l o a d e d  i n  t o t a l  d a r k n e s s  p l a c i n g  
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t h e  t w o  n o t c h e s  i n  t h e  u p p e r  r i g h t  h a n d  c o r n e r  o f  t h e  c a s s e t t e .  T h e  f i l m  
w a s  e x p o s e d  f o r  5 - 3 0  s e c o n d s  d e p e n d i n g  u p o n  t h e  b r i g h t n e s s  o f  t h e  D N A  
b a n d s .  T h e  e x p o s e d  f i l m  w a s  t h e n  d e v e l o p e d  i n  t o t a l  d a r k n e s s .  T h e  
n e g a t i v e s  w e r e  p l a c e d  i n  K o d a k  D - 7 6  d e v e l o p e r  f o r  8  m i n u t e s ,  a  s t o p  b a t h  
o f  3 . 5 %  a c e t i c  a c i d  f o r  3 0  s e c o n d s ,  a n d  f i x e d  i n  K o d a k  F i x e r  f o r  5  
m i n u t e s .  A f t e r  f i x i n g ,  t h e  n e g a t i v e s  w e r e  r i n s e d  i n  r u n n i n g  d i s t i l l e d  
w a t e r  f o r  3 0  m i n u t e s  a n d  a i r  d r i e d .  
S e l e c t e d  n e g a t i v e s  w e r e  p r i n t e d  o n  K o d a k  K o d a b r o m e  I I  R C  p a p e r .  
P u r i f i c a t i o n  o f  A c r y l a m i d e  
A c r y l a m i d e  w a s  p u r i f i e d  u s i n g  a n  i o n  e x c h a n g e  r e s i n  ( B i o r a d ,  A 6 5 0 1 -
X 8 D ) .  F o r  e v e r y  1 0 0  m i s  o f  4 0 %  a c r y l a m i d e  i n  w a t e r ,  2 - 3  g r a m s  o f  r e s i n  
w e r e  a d d e d .  T h i s  w a s  t h e n  m i x e d  o n  a  s t i r  p l a t e  f o r  4  h o u r s .  T h e  
a c r y l a m i  d e - r e s i n  m i x t u r e  w a s  f i l t e r e d  4  t i m e s  t h r o u g h  4  c h a n g e s  o f  
W h a t m a n n  # 1  f i l t e r  p a p e r .  T h i s  e x t e n s i v e  f i l t r a t i o n  e f f e c t i v e l y  r e m o v e d  
a l l  r e s i n  p a r t i c l e s .  T h e  a p p r o p r i a t e  a m o u n t  o f  b i s a c r y l a m i d e  w a s  t h e n  
a d d e d  t o  t h e  a c r y l a m i d e  s o l u t i o n .  T h i s  a c r y l a m i d e - b i s a c r y l a m i  d e  s t o c k  
s o l u t i o n  w a s  s t o r e d  a t  5 ° C  i n  a  b r o w n  o r  f o i l  c o v e r e d  b o t t l e .  T h i s  
p u r i f i c a t i o n  w o r k e d  w e l l  f o r  c l e a n i n g  u p  a c r y l a m i d e  u s e d  i n  e l e c t r o e l u t i o n  
g e l s  o r  D N A  s e q u e n c i n g  g e l s .  
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R E S U L T S  
R e s t r i c t i o n  E n d o n u c l e a s e  S i t e  M a p p i n g  o f  p P G A 7  a n d  p P G B 9  
C l o n e s  p P G A ?  a n d  p P G B 9  w e r e  d i g e s t e d  w i t h  v a r i o u s  r e s t r i c t i o n  
e n d o n u c l e a s e s ,  a n d  t h e  l o c a t i o n  o f  t h e  r e s t r i c t i o n  s i t e s  d e t e r m i n e d .  T h e  
s i z e s  o f  t h e  b o v i n e  i n s e r t s  f o r  p P G A 7  a n d  p P G B 9  w e r e  d e t e r m i n e d  t o  b e  
a p p r o x i m a t e l y  1 . 4  K b  a n d  3 . 4  k b  r e s p e c t i v e l y  ( F i g u r e  4 ) .  
p P G A ?  w a s  f i r s t  d i g e s t e d  w i t h  a  s e r i e s  o f  r e s t r i c t i o n  e n d o n u c l e a s e s  
w h i c h  c u t  p B R 3 2 2  o n l y  o n c e  o r  t w i c e  a t  k n o w n  l o c a t i o n s  ( S u t c l i f f ,  1 9 7 8 ) .  
A  s a m p l e  o f  t h e  a  d i g e s t  i s  s h o w n  i n  F i g u r e  5 .  T h e  r e s u l t s  o f  t h i s  a n d  
s i m i l a r  d i g e s t s  s h o w e d  t h a t  t h e r e  w e r e  o n e  E c o  R I  a n d  o n e  M i n e  I I  s i t e ,  
a n d  n o  S a l  I ,  H i n d  I I I ,  B g l  I I ,  K p n  I ,  P s t  I ,  a n d  X b a  I  s i t e s  i n  t h e  
b o v i n e  D N A  i n s e r t  o f  p P 6 A 7 .  T a b l e  1  s h o w s  a  l i s t  o f  r e s t r i c t i o n  
e n d o n u c l e a s e s  u s e d  t o  d i g e s t  p P G A 7  a n d  w h e t h e r  o r  n o t  t h e y  c u t  p B R 3 2 2  
a n d / o r  t h e  b o v i n e  D N A  i n s e r t .  D o u b l e  d i g e s t i o n  w i t h  B a m  H I  u n a m b i g u o u s l y  
e s t a b l i s h e d  t h e  l o c a t i o n  o f  t h e  E c o  R I  a n d  M i n e  I I  s i t e s  s h o w n  i n  F i g u r e  
6 .  T h i s  m a p  w a s  c o n f i r m e d  b y  e l e c t r o e l u t i n g  t h e  B a m  H I  i n s e r t  o f  p P G A 7 ,  
a n d  d i g e s t i n g  t h i s  f r a g m e n t  w i t h  H i n c  I I ,  E c o  R I ,  o r  H i  n e  I I  p l u s  E c o  R I .  
T h e  r e s u l t s  o f  t h i s  e x p e r i m e n t  a r e  s h o w n  i n  F i g u r e  7 .  
R e s t r i c t i o n  e n z y m e s  s u c h  a s  H a e  I I I  a n d  H p a  I I  c u t  p B R 3 2 2  a t  m o r e  
t h a n  2 0  s i t e s  ( S u t c l i f f e ,  1 9 7 8 ) ,  s o  i t  i s  d i f f i c u l t  t o  m a p  t h e  H a e  I I I  o r  
H p a  I I  s i t e s  i n  t h e  b o v i n e  D N A  i n s e r t  b y  d i g e s t i o n  o f  t h e  t o t a l  p i  a s m  i d  
D N A .  T h e  H a e  I I I  a n d  H p a  I I  s i t e s  w e r e  m a p p e d  b y  e l e c t r o e l u t i o n  o f  t h e  
B a m  H I  i n s e r t ,  t h e  H i n c  I I  f r a g m e n t s  o f  t h e  i n s e r t ,  a n d  t h e  E c o  R I  
f r a g m e n t s  o f  t h e  i n s e r t .  T h e s e  f r a g m e n t s  w e r e  t h e n  d i g e s t e d  w i t h  
F I G U R E  4 :  L e n g t h  d e t e r m i n a t i o n  o - f  t h e  b o v i n e  D N A  i n s e r t  i n  c l o n e s  p P G A 7  
a n d  p P G B 9  
p P G A 7  ( l a n e  3 )  a n d  p P G B 9  ( l a n e  4 )  d i g e s t e d  w i t h  B a m  H I  a n d  
e l e c t r o p h o r s s e d  o n  a  0 . 8 %  a g a r o s e - T B E  g e l .  A  H i n d  I I I  p l u s  E c o  R I  
d i g e s t  ( l a n e  1 )  a n d  a n  E c o  R I  d i g e s t  ( l a n e  2 )  o - f  l a m b d a  D N A  w e r e  u s e d  a s  
l e n g t h  s t a n d a r d s .  L e n g t h s  s h o w n  a r e  i n  k i l o b a s e s .  A l s o  s h o w n  i s  a  p l o t  
o - f  t h e  s t a n d a r d  l e n g t h s  a s  a  - f u n c t i o n  o - f  t h e  d i s t a n c e  m i g r a t e d  - f r o m  t h e  
t o p  o - f  t h e  g e l .  S t a n d a r d  l e n g t h s  f r o m  l a n e  1  ( . )  a n d  - f r o m  l a n e  2  ( x ) .  
T h i s  d e t e r m i n e s  t h e  l e n g t h  o - f  t h e  p P G A 7  i n s e r t  a s  1 . 4  K b ,  a n d  t h e  l e n g t h  
o f  t h e  p P G B 9  i n s e r t  a s  3 . 4  K b .  
l e n g t h  ( k b )  —  
g  I  I  I  I  I  t i l l  I  1  L  
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F I G U R E  5 :  R e s t r i c t i o n  e n d o n u c l e a s e  d i g e s t s  o f  p P G A ?  
p P G A 7  w a s  d i g e s t e d  w i t h  v a r i o u s  r e s t r i c t i o n  e n d o n u c l e a s e s  a n d  
e l e c t r o p h o r e s e d  o n  a  I X  a g a r o s e - T B E  g e l .  S i n g l e  ( l a n e s  3 - 6 )  a n d  d o u b l e  
( l a n e s  1  a n d  2 )  r e s t r i c t i o n  e n d o n u c l e a s e  d i g e s t s  o f  p P G A 7 .  T h e  H i n d  I I I  
p l u s  E c o  R I  d i g e s t  o f  l a m b d a  D N A  ( l a n e  7 )  i s  u s e d  a s  a  l e n g t h  s t a n d a r d .  
L e n g t h s  i n  k i l o b a s e s .  L a n e  1 ,  B a m  H I  p l u s  E c o  R I ;  L a n e  2 ,  B a m  H I  p l u s  
M i n e  I I ;  L a n e  3 ,  H i n c  I I ;  L a n e  4 ,  H i n d  I I I ;  L a n e  5 ,  E c o  R I ;  L a n e  6 ,  
S a l  I .  
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T A B L E  1 :  R e s t r i c t i o n  e n d o n u c  1  e a s e s  w h i c h  c u t  (  +  )  o r  d o  n o t  c u t  • ' - )  t h e  
p B R 3 2 2  D N A  o r  t h e  p P G A 7  b o v i n e  D N A  i n s e r t .  
E n z y m e  p B R 3 2 2  p P G A ?  I n s e r t  
A l u  I  
A v a  I  
A v a  1 1  
B a m  H I  
B g l  I I  
E c o  R I  
H a e  I I I  
M i n e  I I  
H i n d  I I I  
H p  a  I I  
K p n  I  
P s t  I  
S a l  I  
S a u  3 A  
S s t  I I  
X b a  I I  
F I G U R E  6 :  R e s t r i c t i o n  e n d o n u c l e a s e  m a p s  o - f  p P 6 A 7  
( a )  L o c a t i o n  o f  t h e  E c o  R I  s i t e  a n d  f r a g m e n t  s i z e s  < i n  k i l o b a s e s )  
p r o d u c e d  b y  B a m  H I  E c o  R I  d i g e s t  o f  p P G A 7 .  
( b )  M a p  o f  t h e  M i n e  I I  a n d  E c o  R I  s i t e s  s h o w i n g  f r a g m e n t  s i z e s  ( i n  
k i l o b a s e s )  r e s u l t i n g  f r o m  a  M i n e  I I  p l u s  E c o  R I  d i g e s t  o f  t h e  B a m  H I  
i n s e r t  o f  p P G A 7 .  
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7 7  
c o m b i n a t i o n s  o - f  H a e  I I I  a n d  H p a  I I .  F i g u r e s  7 ,  8 ,  a n d  9  s h o w  t h e  d i g e s t s  
t h a t  w e r e  u s e d  f o r  t h i s  m a p p i n g .  H p a  I I  p r o d u c e s  f r a g m e n t s  o f  1 . 1  K b ,  
0 . 2 5  K b ,  a n d  0 . 0 6  K b  i n  l e n g t h ,  a n d  H a e  I I I  y i e l d s  f r a g m e n t s  o f  0 . 6  K b ,  
0 . 3 5  K b ,  0 . 3 1  K b ,  a n d  0 . 1 7  K b  i n  l e n g t h .  T a b l e  2  s h o w s  t h e  d a t a  f r o m  
F i g u r e s  7 ,  8 ,  a n d  9 .  T a b l e  2  a l s o  l i s t s  t h e  c o n c l u s i o n s  r e a c h e d  f r o m  
t h e s e  d a t a  a n d  t h e  s u b s e q u e n t  l o g i c  u s e d  i n  l o c a t i n g  t h e  H a e  I I I  a n d  H p a  
I I  s i t e s  o f  t h e  B a m  H I  i n s e r t  o f  p P G A 7  ( F i g u r e  1 0 ) .  
A  r e s t r i c t i o n  m a p  o f  p P G B 9  w a s  d e t e r m i n e d  b y  P e t e r  G o o d  ( g r a d u a t e  
s t u d e n t ,  U n i v e r s i t y  o f  W i s c o n s i n ) .  T o  m a p  t h e  P s t  I  s i t e s ,  p P G B 9  w a s  
d i g e s t e d  w i t h  P s t  I  ( F i g u r e  1 1 ) .  T h i s  d i g e s t  i s  a  p a r t i a l  d i g e s t ,  b u t  i t  
s u g g e s t s  t h a t  t h e r e  a r e  t h r e e  P s t  I  s i t e s  i n  t h e  b o v i n e  D N A  i n s e r t .  T h e  
i n t e r p r e t a t i o n  o f  t h e  e l e c t r o p h o r e t i c  g e l  i n  F i g u r e  1 1  i s  t h a t  t h e  2 . 4 5  K b  
f r a g m e n t  i s  g e n e r a t e d  f r o m  t h e  p r e v i o u s l y  m a p p e d  P s t  I  s i t e  i n  t h e  D N A  
i n s e r t  a n d  t h e  P s t  I  s i t e  a t  p o s i t i o n  1 5 0 0  i n  p B R 3 2 2 .  T h e  s m a l l  f r a g m e n t  
o f  0 . 2 4  K b  m u s t  r e p r e s e n t  t h e  d i s t a n c e  b e t w e e n  t w o  c l o s e l y  s p a c e d  P s t  I  
s i t e s  i n  t h e  i n s e r t .  T h e  f a i n t  0 . 3 3  k b  f r a g m e n t  c a n  o n l y  b e  e x p l a i n e d  a s  
a  p a r t i a l  d i g e s t  p r o d u c t  o f  y e t  a  t h i r d  c l o s e l y  s p a c e d  ( 0 . 0 9  K b )  P s t  I  
s i t e .  T h e  f a i n t  2 . 8  K b  f r a g m e n t  i s  a p p a r e n t l y  a  p a r t i a l  d i g e s t  p r o d u c t  
b e t w e e n  t h e  p B R 3 2 2  P s t  I  s i t e  a n d  t h e  m i d d l e  P s t  I  s i t e  i n  t h e  i n s e r t .  
F i g u r e  1 2  s h o w s  t h e  p r o b a b l e  l o c a t i o n s  f o r  t h e s e  s i t e s  d e r i v e d  f r o m  t h e  
d a t a  i n  F i g u r e  9 .  
L o c a t i o n  o f  t h e  R e p e t i t i o u s  S e q u e n c e s  i n  p P G A 7  a n d  p P G B 9  
T h e  r e p e t i t i o u s  s e q u e n c e s  i n  c l o n e s  p P G A ?  a n d  p P G B 9  w e r e  l o c a t e d  b y  
h y b r i d i z i n g  S o u t h e r n  b l o t s  o f  e l e c t r o p h o r e t i c  g e l s  t o  " P - n i c k  t r a n s l a t e d ,  
F I G U R E  7 :  B a m  H I  i n s e r t  o - f  p P 6 A 7  d i g e s t e d  w i t h  v a r i o u s  r e s t r i c t i o n  
e n d o n u c l  e a s e s  e  1  e c  t r o p h o r e s e d  o n  a  2 7 .  a g a r o s e - T B E  g e l  
L a n e  1  i s  a n  A l u  I  d i g e s t  o - f  p B R 3 2 2 ,  a n d  L a n e  2  i s  a  H a e  I I I  d i g e  
o - f  M 1 3 m p 8 .  T h e s e  w e r e  u s e d  a s  l e n g t h  s t a n d a r d s .  L e n g t h s  s h o w n  a r e  i  
k i l o b a s e s .  L a n e  3 ,  B a m  H I  i n s e r t  o - f  p P 6 A 7 ;  L a n e  4 ,  H i n c  I I ;  L a n e  5 ,  
E c o  R I ;  L a n e  6 ,  H i n c  I I  p l u s  E c o  R I ;  L a n e  7 ,  H i n c  I I  p l u s  H a e  I I I ;  
L a n e  3 ,  E c o  R I  p l u s  H a e  I I I ;  L a n e  9 ,  E c o  R I  p l u s  H p a  I I .  
1 . 6 _  
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F I G U R E  S :  R e s t r i c t i o n  e n d o n u c l e a s e  d i g e s t s  o - f  t h e  B a m  H I  i n s e r t  o - f  
p P 6 A 7  e l  e c t r o p h o r e s e d  o n  a  2 7 .  a g a r o s e - T B E  g e l  
L a n e s  1  a n d  5  a r e  H a e  I I I  d i g e s t s  o - f  M 1 3 m p 8 ,  a n d  w e r e  u s e d  a s  
l e n g t h  s t a n d a r d s .  L e n g t h s  s h o w n  a r e  i n  k i l o b a s e s .  L a n e  2 ,  H a e  I I I ;  
L a n e  3  H p a  I I ;  L a n e  4 ,  H a e  I I I  p l u s  H p a  I I .  
81 ' 
1.6-
.34-
.21-
.10-
-2.5 
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-.17 
F I G U R E  9 :  R e s t r i c t i o n  e n d o n u c  l e a s e  d i g e s t s  o - f  t h e  l . O k b  a n d  0 . 4 2  k b  H i  n e  
I I  f r a g m e n t s  o f  t h e  B a m  H I  i n s e r t  o f  p P G A 7  e 1 e c t r o p h o r e s e d  o n  
a  7 %  h o r i z o n t a l  a c r y l a m i d e - T B E  g e l  
L a n e  1 ,  H a e  I I I  d i g e s t  o f  t h e  1 . 0  k b  f r a g m e n t ;  L a n e  2 ,  H p a  I I  
d i g e s t  o f  t h e  l . O k b  f r a g m e n t ;  L a n e  3 ,  H i n c  I I  d i g e s t  o f  t h e  B a m  H I  
i n s e r t ;  L a n e  4 ,  t h e  0 . 4 2  k b  f r a g m e n t  o f  t h e  H i n c  I I  d i g e s t  o f  t h e  B a m  
H I  i n s e r t ;  L a n e  5 ,  H a e  I I I  d i g e s t  o f  t h e  0 . 4 2  K b  f r a g m e n t ;  L a n e  6, H p a  
I I  d i g e s t  o f  t h e  0 . 4 2  k b  f r a g m e n t .  
83 ' 
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T A B L E  2: M a p p i n g  o - f  r e s t r i c t i o n  e n d o n u c l e a s e  s i t e s  i n  p P 6 A 7  
D a t a  f r o m  F i g u r e  7  
Ecagmeai slz&s lia kiiobas&sl 
E c o  R I  :  1 . 1  H i n c  1 1  :  1 . 0  H i n c  I I  H a e  I I I :  0 . 5 6  
0 . 3 5  
1  . 5  1  . 4 2  0 . 3 1  
Û ^ 1 2  
E c o  R I  H p a  1 1  :  0 . 6 9  E c o  R I  - t -  H a e  I I I :  0 . 5 4  1  . 4 2  
0 . 4 0  0 . 3 5  
0 . 2 7  0 . 3 1  
( n o t  s e e n )  0 . 1 7  
1  . 4 2  ( n o t  s e e n )  
1  . 4 2  E û û c i i j s I û D S  
COÛElUSiOQS 
1 :  T h e  1 . 0  k b  B a m  H I - E c o  R I  - f r a g m e n t  i s  c u t  b y  H p a  I I  i n t o  0 . 6 9  K b ,  0 . 2 7  
K b ,  a n d  0 . 0 6  k b  - f r a g m e n t s .  
2 ;  T h e  0 . 4  k b  B a m  H I - E c o  R I  f r a g m e n t  i s  n o t  c u t  b y  H p a  I I .  
3 :  T h e  0 . 4  k b  B a m  H I - E c o  R I  f r a g m e n t  i s  c u t  b y  H a e  I I I  i n t o  0 . 3 5  k b ,  a n d  
0 . 0 5  k b  f r a g m e n t s .  T h i s  p l a c e s  a  H a e  I I I  s i t e  0 . 3 5  k b  f r o m  t h e  r i g h t  
e n d  o f  t h e  i n s e r t .  
4 :  O n e  H a e  I I I  s i t e  i s  v e r y  n e a r  t h e  H i n c  I I  s i t e .  
5 ;  T h i s  r e s u l t  r e q u i r e s  t h a t  t h e  0 . 1 7  k b  H a e  I I I  f r a g m e n t  ( s e e  d a t a  f r o m  
f i g u r e  8 )  b e  a d j a c e n t  t o  t h e  H i n c  I I  s i t e  s i n c e  t h e r e  i s  n o  o t h e r  w a y  
f o r  H p a  I I  t o  b e  l o c a t e d  0 . 0 1  k b  f r o m  t h e  e n d  o f  t h i s  f r a g m e n t .  
6 s  T h e  l o c a t i o n  o f  t h e  0 . 6  k b  H a e  I I I  f r a g m e n t  i s  a l s o  c o n f i r m e d  b y  t h i s  
d a t a  s i n c e  t h i s  f r a g m e n t  i s  r e d u c e d  t o  0 . 5 4  k b  b y  d i g e s t i o n  w i t h  E c o  
R I  .  
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T A B L E  2  ( c o n t i n u e d )  
D a t a  f r o m  F i g u r e s  8  a n d  9  
fragmeni SIzés lia kliabasasl iram figura 8 
H a e  I I I :  0 . 6  H p a  1 1 :  1 . 1  H a e  I I I  +  H p a  1 1  :  0 . 6  
0 . 3 5  
0 . 3 1  
i]-I2 
1  . 4 3  
0 . 2 5  
1 . 4 1  
0 . 3 5  
0 . 2 4  
0 . 1 6  
1  . 4 1  
o n e  v e r y  s m a l l  f r a g m e n t  i s  m i s s i n g  
Caaclusiaas fcom Eiguna 8 
1 :  T h e r e  a r e  3  H a e  I I I  a n d  2  H p a  I I  s i t e s  i n  t h e  p P 6 A 7  i n s e r t .  
2 :  T h e  0 . 6  a n d  0 . 3 5  k b  H a e  I I I  f r a g m e n t s  a r e  u n c u t  b y  H p a  I I .  
3 :  T h e  0 . 6  k b  H p a  I I  f r a g m e n t  i s  u n c u t  b y  H p a  I I .  
4 :  T h e  0 . 3 1  k b  H a e  I I I  f r a g m e n t  i s  c u t  b y  H p a  I I  i n t o  0 . 2 4  k b  a n d  0 . 0 6  k b  
f r a g m e n t s .  
5 :  T h e  0 . 1 7  k b  H a e  I I I  f r a g m e n t  i s  c u t  b y  H p a  I I  i n t o  0 , 1 6  k b  a n d  0 . 0 1  k b  
f r a g m e n t s .  
6 :  T h e  0 . 2 5  k b  H p a  I I  f r a g m e n t  i s  c u t  b y  H a e  I I I  i n t o  0 . 2 4  a n d  0 . 0 0 5  k b  
f r a g m e n t s .  
7 ;  T h e  1 . 1  k b  H p a  I I  f r a g m e n t  i s  c u t  b y  H a e  I I I  i n t o  0 . 6  k b  a n d  0 . 3 5  k b  
f r a g m e n t s .  
LNURLUSIRMS IRAM FIGURA 5 
1 :  T h e  1 . 0  k b  B a m  H I - H i n c  I I  f r a g m e n t  i s  c u t  b y  H a e  I I I  b u t  n o t  b y  H p a  I I .  
2 ;  T h e r e f o r e ,  t h e  1 . 1  k b  H p a  I I  f r a g m e n t  m u s t  i n c l u d e  t h e  1 . 0  k b  B a m  H I -
H i n c  I I  f r a g m e n t .  T h i s  p l a c e s  o n e  H p a  I I  s i t e  a b o u t  0 . 1  k b  t o  t h e  l e f t  
o f  t h e  H i n c  I I  s i t e ,  a n d  p l a c e s  t h e  0 . 6  k b  a n d  t h e  0 . 3 5  k b  H a e  I I I  
f r a g m e n t s  w i t h i n  t h e  1 . 0  k b  B a m  H I - H i n c  I I  f r a g m e n t .  
3 :  T h e  0 . 4 2  k b  B a m  H I - H i n c  I I  f r a g m e n t  i s  c u t  b y  b o t h  H a e  I I I  a n d  H p a  I I .  
T h e r e f o r e ,  t h e  0 . 4 2  k b  B a m  H I - H i n c  I I  f r a g m e n t  m u s t  c o n t a i n  t h e  0 . 3 1  k b  
a n d  0 . 1 7  k b  H a e  I I I  f r a g m e n t s ,  a n d  t h e  0 . 2 5  k b  H p a  I I  f r a g m e n t .  
4 :  S e e  F i g u r e  1 0  f o r  t h e  f i n a l  l o c a t i o n  o f  t h e  H a e  I I I  a n d  H p a  I I  s i t e s  i n  
t h e  B a m  H I  i n s e r t  o f  p P G A 7  
F I G U R E  1 0 :  T h e  r e s t r i c t i o n  e n d o n u c l e a s e  m a p  o f  t h e  B a m  H I  i n s e r t  o f  p P G A 7  
T h e  l e n g t h s  o f  t h e  v a r i o u s  r e s t r i c t i o n  f r a g m e n t s  a r e  i n  k i l o b a s e s .  T h i s  m a p  w a s  
d e t e r m i n e d  f r o m  F i g u r e s  7 ,  8 ,  a n  j  9  a n d  f r o m  t h e  d a t a  i n  T a b l e  2 .  
to 
o 
o  
N J  
A .  
H 
co Cm 
-Hae III 
-Hpa 11 
-Hinc II 
-Haelii 
>-Bain HI 
-Hpa H 
Eco RI 
l-Hae lii 
-Bam HI 
Z 8  
F I G U R E  1 1 :  P s t  I  d i g e s t  o f  p P G B 9  e  1  e c t r o p h o r e s e d  o n  a  2 / .  a q a r o s e - T B E  
g e l  .  
L a n e  1  i s  a  P s t  I  p a r t i a l  d i g e s t  o f  p P G B 9 ,  w i t h  f r a g m e n t s  o f  5 . 4  
k b ,  2 . 8  k b ,  2 . 4 5  k b ,  0 . 3 3  k b ,  a n d  0 . 2 4  k b  i n  l e n g t h .  L a n e  2  i s  a n  A l u  I  
d i g e s t  o f  p B R 3 2 2  a n d  l a n e  3  i s  a  H i n d  I I I  p l u s  E c o  R I  d i g e s t  o f  l a m b d a  
D N A .  T h e s e  w e r e  u s e d  a s  l e n g t h  s t a n d a r d  a n d  s e l e c t e d  l e n g t h s  a r e  l i s t e d  
i n  k  i 1 o b a s e s .  
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F I G U R E  1 2 :  R e s t r i c t i o n  e n d o n u c 1  e a s e  m a p  o f  p P G B 9  
T h e  r e s t r i c t i o n  e n d o n u c l e a s e  m a p  o f  p P G E v ,  a n d  t h e  l o c a t i o n  o f  t h e  P s t  I  s i t e s  o f  
p P G B 9  a s  d e t e r m i n e d  f r o m  F i g u r e  1 1 .  F r a g m e n t  l e n g t h s  a r e  l i s t e d  i n  k i l o b a s e s .  
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9 2  
s h e a r e d ,  c a H  t h y m u s  D N A .  T h e s e  h y b r i d i z a t i o n s  w e r e  c a r r i e d  o u t  a t  l o w  
C o t  v a l u e s  t o  s e l e c t  f o r  r e p e t i t i v e  s e q u e n c e s .  F i g u r e s  1 3  a n d  1 4  s h o w  t h e  
g e l s  a n d  a u t o r a d i o g r a m s  o f  t h r e e  d i g e s t s  o f  t h e  B a m  H I  i n s e r t  o f  p P 6 A 7 .  
F i g u r e  1 5  s h o w s  a  g e l  a n d  a u t o r a d i o g r a m  o f  t h e  P s t  I  d i g e s t  o f  p P G B 9 .  
F i g u r e  1 3  s h o w s  t h a t  t h e  0 . 6  K b  a n d  0 . 4 2  k b  f r a g m e n t s  o f  t h e  M i n e  I I  
p l u s  E c o  R I  d i g e s t  o f  t h e  B a m  H I  i n s e r t  o f  p P G A 7  h y b r i d i z e ,  w h i l e  t h e  0 . 4  
k b  f r a g m e n t  d o e s  n o t .  T h e  0 . 9 5  k b  f r a g m e n t  i s  a  p a r t i a l  d i g e s t  p r o d u c t  
w h i c h  i n c l u d e s  t h e  0 . 6  k b  f r a g m e n t .  T h e  1 . 4  k b  f r a g m e n t  r e p r e s e n t s  t h e  
e n t i r e  B a m  H I  i n s e r t .  
F i g u r e  1 4  s h o w s  e l e c t r o p h o r e t i c  g e l s  a n d  a u t o r a d i o g r a m s  o f  a  H a e  I I I  
d i g e s t  a n d  H p  a  I I  d i g e s t  o f  t h e  B a m  H I  i n s e r t  o f  p P G A 7 .  T h e  1 . 1  k b  a n d  
0 . 2 6  k b  H p a  I I  f r a g m e n t s  a n d  t h e  0 . 3 1  k b  a n d  0 . 1 7  k b  H a e  I I I  f r a g m e n t s  
h y b r i d i z e d  t o  t h e  r a d i o a c t i v e  p r o b e .  T h e  0 . 6  k b  a n d  0 . 3 5  k b  H a e  I I I  
f r a g m e n t s  s h o w  s o m e  h y b r i d i z a t i o n  b u t  t h e  b a n d s  o n  t h e  a u t o r a d i o g r a m  a r e  
n o t  a s  i n t e n s e  a s  t h e  b a n d s  f o r  t h e  0 . 3 1  k b  a n d  0 . 1 7  k b  H a e  I I I  f r a g m e n t s .  
T h e  w e a k e r  s i g n a l  i s  p r o b a b l y  d u e  t o  n o n r e p e t i t i v e  s e q u e n c e  h y b r i d i z a t i o n .  
T h e s e  r e s u l t s  i n d i c a t e  t h a t  t h e  r e p e a t e d  s e q u e n c e  i n  p P G A 7  i s  l o c a t e d  i n  
t h e  0 . 4 2  k b  r e g i o n  s h o w n  i n  F i g u r e  1 6 a .  
F i g u r e  1 5  s h o w s  a n  e l e c t r o p h o r e t i c  g e l  a n d  a u t o r a d i o g r a m  o f  t h e  P s t  I  
d i g e s t  o f  p P G B 9 .  T h i s  f i g u r e  s h o w s  t h a t  t h e  e n t i r e  3 . 4  k b  i n s e r t ,  a s  w e l l  
a s  t h e  0 . 2 4  k b  P s t  I  f r a g m e n t  h y b r i d i z e d  t o  t h e  r a d i o a c t i v e  p r o b e .  T h e  
0 . 0 9  k b  f r a g m e n t  w a s  t o o  s m a l l  t o  b e  d e t e c t e d  i n  t h i s  e x p e r i m e n t .  T h i s  
l o c a l i z e s  t h e  r e p e t i t i o u s  D N A  t o  t h e  0 . 2 4  k b  f r a g m e n t  ( p o s s i b l y  i n c l u d i n g  
t h e  0 . 0 9  k b  f r a g m e n t )  o f  p P 6 B 9  a s  s h o w n  i n  F i g u r e  1 6 b .  
F I G U R E  1 3 :  G e l  a n d  a u t o r a d i o g r a m .  
A  2 %  a g a r o s e - T B E  g e l  a n d  a u  t o r a d  i  o g r a m  o - f  a  H i  n e  I I  +  E c o  R I  d i g e s t  
a n d  a  H i  n e  I I  +  H p a  I I  d i g e s t  o f  t h e  B a m  H I  i n s e r t  o f  p P G A 7 .  A  S o u t h e r n  
3 2  t r a n s f e r  o f  t h e  g e l  w a s  h y b r i d i z e d  t o  " " ^ P - n i c K  t r a n s l a t e d  c a l f  t h y m u s  
D N A .  L a n e  1  i s  a n  A l u  I  d i g e s t  o f  p B R 3 2 2  D N A  w h i c h  w a s  u s e d  a s  a  l e n g t h  
s t a n d a r d .  L e n g t h s  s h o w n  a r e  i n  k i l o b a s e s .  L a n e  2 ,  N i n e  I I  +  E c o  R I ,  
f r a g m e n t s  1 . 4  K b ,  0 . 9 5  K b ,  0 . 6  k b ,  0 . 4 2  k b ,  a n d  0 . 4  k b  i n  l e n g t h .  L a n e  
3 ,  N i n e  I I  +  H p a  I I ,  f r a g m e n t  l e n g t h s  o f  1 . 4  k b ,  0 . 3 5  k b ,  0 . 3 1  k b ,  0 . 2 5  
k b ,  a n d  0 . 1 3  k b .  L a n e  4  i s  t h e  a u  t o r  a d i o g r a m  f r o m  t h e  S o u t h e r n  
t r a n s f e r  o f  t h e  D N A  i n  l a n e s  2  a n d  3 .  
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F I G U R E  1 4 :  G e l  a n d  a u t o r a d i o g r a m .  
A  27, a g a r o s e - T B E  g e l  a n d  a u t o r a d i o g r a m  o - f  r e s t r i c t i o n  e n d o n u c  l e a s e  
d i g e s t s  o - f  t h e  B a m  H I  i n s e r t  o f  p P G A 7 .  L a n e  1 .  H i n d  I I I  - t -  E c o  R I  d i g e s t  
o f  l a m b d a  D N A  w h i c h  w a s  u s e d  a s  a  l e n g t h  s t a n d a r d .  L a n e  4 ,  a n  A l u  I  
d i g e s t  o f  p B R 3 2 2  D N A  w h i c h  w a s  u s e d  a s  a  l e n g t h  s t a n d a r d .  L e n g t h s  s h o w n  
a r e  i n  k i l o b a s e s .  L a n e  2 ,  H a e  I I I ,  f r a g m e n t s  0 . 6  k b ,  0 . 3 5  k b ,  0 . 3 1  k b ,  
a n d  0 . 1 7  k b  f r a g m e n t s ;  L a n e  3 ,  H p a  I I ,  f r a g m e n t s  1 . 4  k b ,  1 . 1  k b ,  a n d  
0 . 2 6  k b  i n  l e n g t h ;  L a n e  5  a u t o r a d i o g r a m  o f  t h e  d i g e s t  i n  l a n e  2 ;  L a n e  
6 ,  a u t o r a d i o g r a m  o f  t h e  d i g e s t  i n  l a n e  3 .  
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F I G U R E  1 5 :  G e l  a n d  a u t o r a d i o q r a m  
A  2 %  a g a r o s e  g e l  a n d  a u t o r a d i o q r a m  o - f  t h e  P s t  I  d i g e s t  o - f  p P G B 9 .  
L a n e  1 ,  a u t o r a d  i  o g r a m  o - f  t h e  d i g e s t  i n  l a n e  2 .  L a n e  2 .  P s t  I .  f r a q m e  
5 . 4  k b ,  2 . 8  k b ,  2 . 4 5  k b ,  0 . 3 3  k b ,  a n d  0 . 2 5  k b  i n  l e n g t h .  L a n e  3 .  A l u  
d i g e s t  o - f  p B R 3 2 2  u s e d  a s  a  l e n g t h  s t a n d a r d .  I n d i c a t e d  l e n g t h s  a r e  i n  
k  i 1 o b a s e s .  
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F I G U R E  1 6 :  L o c a l i z a t i o n  o f  r e p e t i t i o u s  D N A  i n  c l o n e s  p P 6 A 7  a n d  p P G B 9 .  
( a )  L o c a l i z a t i o n  o f  t h e  r e p e t i t i o u s  D N A  i n  p P G A 7  a s  d e t e r m i n e d  b y  F i g u r e s  1 3  a n d  
1 4 .  a ,  0 . 2 5  k b  a n d  1 . 1  K b  ;  b ,  1 . 2  k b ;  c ,  0 . 3 1  k b  a n d  0 . 1 7  k b ;  d ,  t h e  r e s u l t a n t  
r e p e t i t i v e  s e q u e n c e  r e g i o n  o f  p P G A 7  o f  0 . 4 2  k b .  
( b )  L o c a l i z a t i o n  o f  t h e  r e p e t i t i o u s  D N A  i n  p P G B 9  a s  d e t e r m i n e d  b y  F i g u r e  1 5 .  
a ,  t h e  r e p e t i t i o u s  D N A  s e q u e n c e  i s  c o n t a i n e d  i n  t h e  0 . 2 5  k b  f r a g m e n t  a n d  o o s s i b l y  
e x t e n d s  t o  t h e  t h i r d  P s t  I  s i t e  ( d o t t e d  a r r o w ) .  
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Cross  Hyb r i d i za t i ons  be tween  Va r i ous  Repe t i t i ous  
DNA Con ta i n i ng  C lones  
Th i r t y - s i x  recomb inan t  p l asm ids ,  wh i ch  had  p rev i ous l y  been  se l ec ted  
t o  con ta i n  r epe t i t i ve  bov i ne  sequences  ( see  Ma te r i a l s  and  Me thods ) ,  we re  
e l  ec t r opho resed  on  1% aga rose  and  t r ans fe r r ed  t o  n i t r oce l l u l ose  - f i l t e r  
pape r  by  t he  me thod  o f  Sou the rn  ( 1975 ) .  Th i s  DNA was  t hen  hyb r i d i zed  t o  
32  P -n i ck  t r ans l a t ed  p robes .  The  p robes  used  we re  ca l f  t hymus  DNA,  t he  Bam 
HI insert of pPGA7, or the Bam HI insert of pPGB9. pBR322 DNA was run on 
e a c h  g e l  a s  a  c o n t r o l  t o  s h o w  t h a t  t h e  r a d i o a c t i v e  p r o b e  D N A  d i d  n o t  
hyb r i d i ze  t o  pBR322  DNA.  A l so ,  a  p l asm id  con ta i n i ng  a  human  A l u  t ype  
repetitive sequence (BLUR-8) was hybridized to calf thymus DNA and the Bam 
H I  i n s e r t  o f  p P G A 7 .  T h i s  w a s  p e r f o r m e d  t o  c h e c k  f o r  h o m o l o g y  b e t w e e n  t h e  
human  and  bov i ne  r epe t i t i ve  sequences .  
F i gu res  17a  and  b  show  t he  ge l  and  au to rad iog ram o f  t he  und iges ted  
q?  
bov i ne  c l ones  hyb r i d i zed  t o  "  P -n i ck  t r ans l a t ed  ca l f  t hymus  DNA.  
Compa r i son  o f  f i gu re  17a  w i t h  17b  shows  t ha t  mos t  o f  t he  c l ones  hyb r i d i zed  
t o  l abe l l ed  bov i ne  DNA a t  l ow  Co t .  
F i gu re  18  shows  a  ge l  and  au to rad iog ram o f  a  some  o f  t he  r ecomb inan t s  
i n  t he  bov i ne  c l one  l i b r a r y  d i ges ted  w i t h  Bam H I  and  a l so  hyb r i d i zed  t o  
l abe l l ed  ca l f  t hymus  DNA.  Th i s  expe r imen t  was  pe r f o rmed  by  Nancy  Rosen  
( g radua te  s t uden t ,  I owa  S ta te  Un i ve r s i t y ) .  Th i s  and  o the r  s im i l a r  
expe r imen t s  show  t ha t  26  o f  t he  36  r ecomb inan t s  con ta i n i ng  bov i ne  DNA 
i n se r t s ,  hyb r i d i ze  t o  t he  p robe .  ( pBR322  DNA d i d  no t  hyb r i d i ze  unde r  
t hese  cond i t i ons . )  
F i gu re  19  shows  t he  ge l  and  au to rad iog ram o f  Bam H I  d i ges ted  c l ones  
32  hyb r i d i zed  t o  P -n i ck  t r ans l a t ed  pPGA7 .  S i nce  bo th  t he  bov i ne  i n se r t  and  
F IGURE 17 :  Ge l  and  au to rad iog ram o t  bov i ne  r ecomb inan t s  
( a )  Und iges ted  DNA p reps  o f  bov i ne  r ecomb inan t s  e1ec t r opho resed  on  
27, aga rose .  The  - f o l l ow ing  i s  a  l i s t  o f  t he  l anes  and  t he  co r respond ing  
c l ones :  1 ,  pPGN? ;  2 ,  pPGCC4 ;  3 ,  pPGGl  ;  4 ,  pPGB4 ;  5 ,  pPGT l ;  6 .  
pPGF4 ;  7 ,  pPGN9 ;  S ,  pPGR3 ;  9 ,  pPGMl ;  10 ,  pPGT2 ;  11 .  pPGBB7 ;  12 .  
pPGA7 ;  13 ,  pP6G7 ;  14 ,  pPGBB4 ;  15 ,  pPGJ4 ;  16 .  A l u  I  d iges t  o f  pBR322  
( con t r o l ) ;  17 ,  pPGN4 ;  18 ,  pPGQ7 ;  19 ,  pPGH l ;  20 ,  BLUR-8 ;  21 ,  pPGI7 ;  
22 ,  pPGSS;  23 ,  pPGDS 24 ,  pPGOB;  25 ,  pPGS4 ;  26 ,  pPGDD2 ;  27 .  pPGG3 ;  
28 ,  pPGI6 ;  29 ,  pPGM9;  30 ,  pPGB5 ;  31 ,  pPGPS;  32 ,  pPGB9 .  
( b )  Au to rad iog ram o f  t he  ge l  i n  ' a ' .  N i ck  t r ans l a t ed  ca l f  t hymus  
DNA was  t he  hyb r i d i za t i on  p robe .  The  p r imed  l ane  numbe rs  o f  t he  
au to rad iog ram co r respond  t o  t he  unp r imed  l ane  numbe rs  i n  ' a ' .  The  
c l ones  wh i ch  hyb r i d i ze  a re :  pPGCC4 ,  pPGB4 ,  pPGT l ,  pPGF4 .  pPGN9 ,  pPGMl ,  
pPGT2 ,  pPGBB7 ,  pPGA7 .  pPGG7 ,  pPGBB4 ,  pPGJ4 ,  pPGN4 ,  pPGH l ,  pPGI7 .  pPGDS,  
pPG08 .  pPG63 ,  pPGM9,  pPGBS,  pPGB9 .  
103 
1  2  3  4 5 6 . 7  8 , 9 . 10.11.12.13.14,15.16 1. 2:3. 4 SQ 7. % 9.10/1112:13^ 4:15:16 
l^ nM0212^^^Çae272?29SQ3Î32 *7' l8l9Pq2X?%^%^29gr27;2ar 29303132 
F IGURE IS :  Ge l  and  au to rad iog ram o t  bov i ne  r ecomb inan t s .  
( a )  Bam H I  d i ges ted  bov i ne  r ecomb inan t s  e1ec t r opho resed  on  2% 
aga rose .  The  - f o l l ow ing  i s  a  l i s t  o f  t he  l ane  numbe rs  and  t he  
co r respond ing  c l ones ;  1 ,  H ind  I I I  p l us  Eco  R I  d i ges t  o f  l ambda  DMA 
( con t r o l ) ;  2 ,  pPGDS;  3 ,  pP6S3 ;  4 ,  pPGB4 ;  5 ,  pPGCC9 ;  6 ,  pPGN4 ;  7 .  
pPGMG;  8 ,  pPGT2 ;  9 ,  pPGA7 :  10 ,  pPGBB7 ;  11 ,  pPGS4 ;  12 ,  A l u  I  d iges t  
o f  pBR322  Df - JA  ( con t r o l ) .  
( b )  Au to rad iog ram o f  t he  ge l  i n  ' a ' .  N i ck  t r ans l a t ed  ca l f  t hymus  
DNA was  t he  hyb r i d i za t i on  p robe .  The  p r imed  l ane  numbe rs  i n  t he  
au to rad iog ram co r respond  t o  t he  unp r imed  l ane  numbe rs  i n  ' a ' .  The  
c l ones  wh i ch  hyb r i d i ze  a re :  pPGBB7 ,  pPGA7 ,  pPGT2 ,  pPGN4 ,  pPGCC? ,  pPGB4 ,  
pPGDS.  
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F IGURE 19 :  Ge l  and  au  t o rad  i  og ram o - f  bov i ne  r ecomb inan t s .  
( a )  Bam H I  d i ges ted  bov i ne  r ecomb inan t s  e1ec t r opho resed  on  1 / ;  
aga rose .  The  f o l l ow ing  i s  a  l i s t  o - f  t he  l anes  and  co r respond ing  c l ones :  
1 ,  n o t h i n g ;  2 ,  p P G A ? ;  3 ,  p P G B 9 ;  4 ,  p P G B 5 ;  5 ,  p P G F 4 ;  6 ,  p P G G ô :  7 ,  
p P G B B 4 ;  8 ,  p P G C C 9 ;  9 ,  p P G P S ;  1 0 ,  p P G B B 7 ;  1 1 ,  d P G N 7 ;  1 2 ,  p P G D S ;  1 3 ,  
pPGQ7 ;  14 ,  pPGQ9 ;  15 ,  pPGB4 ;  16 ,  pPGB3 ;  17 ,  pPGA7 ;  18 ,  pPGN9 ;  19 ,  
pPGS4 ;  20 ,  pPGS3 ;  21 ,  pPGT l ;  22 ,  pPGI6 ;  23 ,  pPGGl j  24 .  pPGM3;  25 ,  
p P G H l ;  2 6 ,  p P G M 9 ;  2 7 ,  p P G G 9 ;  2 8 ,  p P G R 3 ;  2 9 ,  p P G G 7 ;  3 0 ,  P P G G 3 ;  3 1 .  
pPGF2 ;  32 ,  pP6B3 .  
<b )  Au  t o rad  i  og ram o - f  t he  ge l  i n  ' a ' ' .  N i ck  t r ans l a t ed  c l one  pP6A7  
was  used  as  t he  hyb r i d i za t i on  p robe .  The  p r imed  l ane  numbe rs  o - f  t he  
au  t o rad  i  og ram co r respond  t o  t he  unp r imed  l ane  numbe rs  o - f  ' a ' .  The  
c l ones  wh i ch  c ross  hyb r i d i ze  a re :  pPGA7 ,  pPGP5 ,  pPGQ7 ,  pPGS3 ,  pPGI6 ,  
pPGGl ,  and  pPGM3.  
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t he  pBR322  DNA a re  l abe l l ed ,  eve ry  c l one  hyb r i d i zed .  I n  t h i s  expe r imen t ,  
some  o f  t he  c l ones  we re  no t  d i ges ted  by  Bam H I  and  t he re fo re  cou ld  no t  be  
sco red .  P l asm ids  wh i ch  cou ld  be  sco red  as  pos i t i ve  f o r  r epe t i t i ous  
sequences  a re :  pPGB9 ,  pPGA7 ,  pPGBB? ,  pPGD9 ,  pPGS4 ,  pPGFé ,  pPGGl ,  and  
pP6M3 .  To  c l a r i f y  t h i s  r esu l t ,  t he  Bam H I  i n se r t  o f  pP6A7  was  
e l ec t r oe l u t ed ,  l abe l l ed  by  n i c k  t r ans l a t i on ,  and  hyb r i d i zed  t o  t he  
und iges ted  c l ones  (F i gu re  20 ) .  F rom t h i s  f i gu re ,  i t  i s  c l ea r  t ha t  mos t  o f  
t he  c l ones  hyb r i d i ze  t o  t he  l abe l l ed  p robe .  Aga in ,  t he  human  c l one ,  BLUR-
8 ,  and  t he  pBR322  DNA d i d  no t  hyb r i d i ze .  
A  s im i l a r  expe r imen t  was  pe r f o rmed  us i ng  t he  l abe l l ed  Bam H I  i n se r t  
o f  pPGB9 .  Howeve r ,  due  t o  i t s  s im i l a r  s i ze ,  t he  i n se r t  <uncon tam ina ted  by  
pBR322  DNA)  o f  pPGB9  was  imposs i b l e  t o  pu r i f y .  To  ove rcome  t h i s  p rob lem,  
Sou the rn  b l o t s  we re  p rehyb r i d i zed  w i t h  un l abe l  l ed .  Bam H I  d i ges ted  pBR322  
DNA.  A f t e r  24  hou rs ,  r ad i oac t i ve  pPGB9  Bam H I  i n se r t  was  added  and  
hyb r i d i zed  f o r  an  add i t i ona l  8 -16  hou rs .  F i gu res  21a  and  b  show  t he  
r esu l t s  o f  t h i s  hyb r i d i za t i on .  Mos t  o f  t he  c l ones  show  weak  hyb r i d i za t i on  
and  t he re  was  no  hyb r i d i za t i on  t o  t he  pBR322  DNA.  
Tab le  3  summar i zes  t he  c ross  hyb r i d i za t i on  da ta  de r i ved  f r om  f i gu res  
17 -21 ,  as  we l l  as  f r om  seve ra l  o t he r  ge l s  no t  shown .  I t  i s  c l ea r  t ha t  
c l ones  pPGA7  and  pPGB9  c ross  hyb r i d i ze .  A l so ,  22  o f  t he  26  c l ones  wh i ch  
hyb r i d i ze  t o  ca l f  t hymus  DNA,  h yb r i d i ze  t o  t he  Bam H I  i n se r t  o f  pPGA7  o r  
pPGB9 .  Th i s  i nd i ca tes  t ha t  mos t  o f  t he  sho r t  i n t e r spe rsed  repea ted  DNA 
sequences  i n  t he  bov i ne  genome  have  c l ose l y  r e l a t ed  nuc l eo t i de  sequences .  
I t  i s  a l so  ev i den t  f r om  t h i s  t ab l e  t ha t  pBR322  DNA,  l ambda  DNA,  and  BLUR-3  
DNA do  no t  hyb r i d i ze  t o  t he  r ad i oac t i ve  p robe  DNAs .  
F IGURE 20 :  Ge l  and  au to rad ioq ram o f  bov i ne  r ecomb inan t s .  
( a )  Bov ine  r ecomb inan t  c l ones  e1ec t r opho resed  on  0 .8% aga rose .  The  
f o l l ow ing  i s  a  l i s t  o f  t he  l anes  and  co r respond ing  c l ones :  1 ,  pPGA7 ;  
2 ,  pPGB9 ;  3 ,  pP6F4 ;  4 ,  pPGG6 ;  5 ,  pPGB5 ;  6 ,  pPGQ7 ;  7 ,  pPGCCP;  S ,  
pPGBB4 ;  9 ,  pPGN4 ;  10 ,  pPGN9 ;  11 ,  pPGQ9 ;  12 ,  pBR322  ( con t r o l ) :  13 ,  
pPGG3 ;  14 ,  pPGT l !  15 ,  pPGMl ;  16 ,  pPGGl ;  17 ,  pPGS3 ;  18 ,  pPGH l  ;  19 ,  
pPGG7 ;  20 ,  pPGM9;  21 ,  pPGR3 ;  22 ,  pPGB3 ;  23 ,  BLUR-8 .  
( b )  Au to rad iog ram o f  t he  ge l  i n  ' a ' .  N i ck  t r ans l a t ed  Bam H I  i n se r t  
o f  pPGA7  was  used  as  t he  hyb r i d i za t i on  p robe .  The  p r imed  l ane  numbe rs  
o f  t h i s  au to rad iog ram co r respond  t o  t he  unp r imed  l ane  numbe rs  i n  ' a ' .  
The  c l ones  wh i ch  hyb r i d i ze  a re :  pP6A7 ,  pPGB9 ,  pPGF4 ,  pPGG6 ,  pPGBS,  
pPGQ7 ,  pPGCC9 ,  pPGN4 ,  pPGN9 ,  pPGQ9 ,  pPGG3 ,  pPGT l ,  pPGMl  ,  pPGS3 ,  pPGH l  ,  
pPGG7 ,  pPGM9,  pPGR3 ,  and  pPGB3 .  
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F IGURE 21 :  Ge l  and  au to rad iogeam o f  bov i ne  r ecomb inan t s  
( a )  Bov ine  r ecomb inan t  c l ones  e1ec t r opho resed  on  2% aga rose .  T h e  
f o l l ow ing  i s  a  l i s t  o f  t he  l anes  and  co r respond ing  c l ones :  1 ,  pBR322  
( con t r o l ) ;  2 ,  pPGB9 ;  3 ,  pPGF4 ;  4 .  pPGA7 ;  5 ,  pPGJ4 :  6 .  pP6F2 ;  7 ,  
p P G B B 7 ;  8 ,  p P G N ? ;  9 ,  p P G G 7 ;  1 0 ,  p P G M 9 ;  1 1 ,  p P G C C 9 ;  1 2 ,  p P G G l  ;  1 3 ,  
p P G M 3 ;  1 4 ,  p P 6 T 2 ;  1 5 ,  p P G Q 7 ;  1 6 ,  p P G P S ;  1 7 ,  p P G B B 4 ;  1 8 ,  d P G S 4 ;  1 9 ,  
pPGT l ;  20 ,  pPGR3 ;  21 ,  pPGI6 ;  22 ,  pPGDD2 ;  23 ,  pPGN7 ;  24 ,  pPGB4 ;  25 .  
p P 6 S 3 ;  2 6 ,  p P G 6 3 ;  2 7 ,  p P G D S ;  2 8 ,  p P G 0 8 ;  2 9 ,  p P 6 I 7 ;  3 0 ,  p P G H l ;  3 1 ,  
pPGMl ;  32 ,  pPGN4 .  
( b )  The  au  t o r  ad i og ram o f  t he  ge l  i n  ' a ' .  N i ck  t r ans l a t ed  Bam H I  
i n se r t  o f  pPGB9  was  used  as  t he  hyb r i d i za t i on  p robe .  Un labe l  l ed  Bam H I  
cu t  pBR322  had  been  hyb r i d i zed  t o  t he  f i l t e r  p r i o r  t o  add i t i on  o f  t he  
r ad i oac t i ve  p robe .  The  p r imed  numbe rs  o f  t he  au  t o r  ad i og ram co r respond  
t o  t he  unp r imed  numbe rs  i n  ' a ' .  The  c l ones  wh i ch  hyb r i d i zed  a re :  pPGA7 ,  
pPGB4 ,  pPGB9 ,  pPGDS,  pPGF2 ,  pPGG7 ,  pPGH l ,  pPGI7 ,  pPGM9,  pPGN7 ,  pPGN9 ,  
pPGOS,  pPGT l ,  pPGT2 ,  and  pPGBB7 .  
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TABLE  3 ;  Summary  o - f  c r oss  hyb r i d i za t i on  expe r imen t s  
Hyb r i d i ze  t o  Hyb r i d i ze  t o  Hyb r i d i ze  t o  
l abe l l ed  ca l f  l abe l l ed  Bam H I  l abe l l ed  Bam H I  
C lone  t hymus  DNA i n se r t  o - f  pPGA7  i n se r t  o - f  pP6B9  
pPGA?  +  +  - f  
pPGB3  +  *  ND 
pP6B4  - f  - t -
pPGBS +  +  ND  
pPGB9  - t  - t -  - f  
pPGD5  +  ND  - t  
pPGF2  -t -  ND  -t -
pPGF4  
pPGGl  - t -
pPGG3  -t -  -
pPGG6  +  ND  
pPGG7  -t -  - f  
pPGH l  +  -4-  +  
pP6 I7  +  -t -
pP6J4  +  ND  
pPGMl + -f -
pPGM9 - f  - f  +  
pPGN4  +  
pPGN7  - f  - t -
pPGN9  +  -* -  - t -
pPGOS +  +  +  
pPGT l  +  +  +  
pPGTZ  +  ND +  
pPGBB4  +  -  — 
pPGBB7  +  -  +  
pPGCC9  +  +  
pBR322  -  -
BLUR-8  -  -  ND 
Lambda  DNA -  ND ND 
32  C ross  hyb r i d i za t i on  o - f  P - l abe l l ed  ca l f  t hymus  DNA,  t he  Bam H I  
i n se r t  o f  pPGA7 ,  and  t he  Bam H I  i n se r t  o f  pPGB9  t o  26  r ecomb inan t  c l ones  
con ta i n i ng  bov i ne  r epe t i t i ve  sequences .  pBR322 ,  and  l ambda  DNA a re  
con t r o l s .  BLUR-8  i s  a  c l one  o f  a  member  o f  t he  human  A l u  sequence  f am i l y  
o f  sho r t  i n t e r spe rsed  repea ted  sequences .  I n  t he  above  t ab l e ,  22  o f  t he  
26  c l ones  c ross  hyb r i d i ze  t o  t he  Bam H I  i n se r t s  o f  e i t he r  pPGA7  o r  pPGB9 .  
1 1 4  
SI  Nuc lease  De te rm ined  S i zes  o f  Bov i ne  Repe t i t i ve  Sequences  
Bapaiiilua saqua&ca laagihs la ioial boulaa DNA 
Mos t  i n t e r spe rsed  r epe t i t i ve  sequences  i n  bov i ne  DNA have  been  shown  
by  e l ec t r on  m ic roscopy  t o  be  abou t  300  nuc l eo t i des  i n  l eng th  (May f i e l d ,  e t  
a l . ,  1980 ) .  S I  nuc l ease  d i ges t i on  o f  hyb r i ds  i s  an  i ndependen t  me thod  o f  
de te rm in i ng  r epe t i t i ve  sequence  l eng th .  
Bov ine  DNA f r om  ca l f  t hymus  was  shea red  us i ng  a  F rench  p ress  t o  an  
ave rage  l eng th  o f  500 -600  nuc l eo t i des  (F i gu re  22 ) .  A  po r t i on  o f  t h i s  DNA 
was  hea t  dena tu red ,  and  t hen  a l l owed  t o  se l f - hyb r i d i ze  t o  l ow  Co t  va l ues  
so  t ha t  on l y  r epe t i t i ve  DNA cou ld  hyb r i d i ze .  These  samp les  we re  t hen  
d i ges ted  w i t h  S I  nuc l ease .  The  S l - r es i s t an t ,  doub le  s t r anded  DNA was  
f r ac t i ona ted  on  2% aga rose  (F i gu re  23 ) .  The  l eng ths  o f  t he  S I  r es i s t an t  
DNAs  we re  de te rm ined  by  compa r i son  w i t h  known  l eng ths  o f  DNA.  F i gu re  23 ,  
l ane  2  shows  t he  3  d i s t i n c t  s i ze  c l asses  o f  doub le  s t r anded  DNA.  These  
r epe t i t i ve  sequence  l eng ths  a re ;  300  bp ,  400  bp ,  and  600  bp .  
Daiirmiu i^liDii a l  lia rapaililaus laagih la fEBA2 aad pEBBS 
The  l eng th  o f  t he  r epe t i t i ve  DNA i n  c l ones  pPGA7  and  pPGB9  was  
de te rm ined  by  S I  nuc l ease  d i ges t i on  o f  c l one  DNA-ca l f  t hymus  DNA hyb r i ds .  
Reso lu t i on  o f  t he  r esu l t an t  S l - r es i s t an t  f r agmen ts  was  by  ge l  
e l ec t r opho res i s .  
The  Bam H I  i n se r t s  o f  pP6A7  and  pPGB9  we re  e l ec t r oe1u ted  f r om  7% 
ac r y l am ide  ge l s  and  n i c k  t r ans l a t ed .  I n  each  hyb r i d i za t i on  expe r imen t ,  
7  8  0 . 01 -0 .1  ugs  o f  DNA (SA :  10  -  10  cpm/ug  DNA)  we re  dena tu red  and  m i xed  
w i t h  a  100 -200  f o l d  excess  o f  shea red ,  dena tu red  ca l f  t hymus  DNA.  The  
hyb r i d i za t i ons  we re  ca r r i ed  ou t  i n  0 .15  M NaC l  a t  60 °C  f o r  2  hou rs .  
F IGURE 22 :  De te rm ina t i on  o f  t he  ave rage  l eng th  o f  ca l f  t hymus  a f t e r  
shea r i ng  w i t h  a  F rench  p ress  
The  DNA was  pu t  t h rough  t he  F rench  p ress  t h ree  t imes  a t  10 ,000 -20 ,000  
ps i  .  Lane  1  i s  a  H ind  I I I  p l us  Eco  R I  d i ges t  o f  l ambda  DNA used  as  a  
l eng th  s t anda rd .  Lane  6  i s  an  A l u  I  d iges t  o f  pBR322  DNA used  as  a  
l eng th  s t anda rd .  Se lec ted  l eng ths  a re  i n  k i l obases .  Lanes  2  and  3  a re  
t he  ca l f  t hymus  DNA be fo re  shea r i ng .  Lanes  4  and  5  a re  t he  same  DNA 
a f t e r  shea r i ng .  The  ave rage  s i ze  o f  t he  DNA i n  l anes  4  and  5  i s  500  
nuc1eo t  i  des .  
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F IGURE 23 :  S I  r es i s t an t ,  r epe t i t i ve  bov i ne  DNA hyb r i ds  
To ta l  bov i ne  DNA was  a l l owed  t o  se l f - hyb r i d i ze  t o  l ow  Co t ,  d i ges ted  
w i t h  S I  nuc l ease ,  and  t hen  f r ac t i ona ted  on  2% aga rose .  Lane  1  i s  t he  
se l f - hyb r i d i zed ,  shea red  ca l f  t hymus  DNA be fo re  t r ea tmen t  w i t h  S I  
nuc l ease .  Lane  2  i s  t he  same  DNA a f t e r  t r ea tmen t  w i t h  S I  nuc l ease .  
Lane  3  i s  an  A l u  I  d iges t  o f  pBR322  wh i ch  was  used  as  a  l eng th  s t anda rd .  
Leng ths  shown  a re  i n  k i l obases .  The  t h ree  l eng th  c l asses  o f  S I  
r es i s t an t  DNAs  a re :  300  bp ,  400  bp ,  and  600  bp .  
^ lt) cn o oocn 
o o lt) "o- cncn 
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Con t ro l s  con ta i n i ng  on l y  r ad i oac t i ve  t r ace r  DNA we re  a l so  pe r f o rmed .  
A f t e r  e thano l  p rec i p i t a t i on ,  samp les  we re  i n cuba ted  f o r  1  hou r  a t  
37 °C  e i t he r  w i t h  o r  w i t hou t  S I  nuc l ease .  A l l  samp les  we re  t hen  
e l ec t r opho resed  on  2% aga rose ,  t he  ge l  cove red  w i t h  Sa ran  Wrap ,  and  
au to rad iog raphed  a t  r oom t empe ra tu re .  F i gu res  24a  and  b  show  t he  ge l  and  
au to rad iog ram f o r  t h i s  expe r imen t  us i ng  c l one  pPGA7 .  F i gu res  25a  and  b  
show  t he  ge l  and  au to rad iog ram f o r  t h i s  expe r imen t  us i ng  c l one  pP6B9 .  
By  compa r i ng  F i gu re  24a  l anes  2 ,  4 ,  6 ,  and  8  w i t h  l anes  10 -15 .  i t  i s  
ev i den t  t ha t  much  o f  t he  DNA was  d i ges ted  by  S I  nuc l ease .  F i gu re  24b ,  
l anes  2 ' ,  4 ' ,  6 ' ,  and  8 '  show  t ha t  t he  r ad i oac t i ve  t r ace r  DNA i s  p resen t  
i n  a l l  l eng th  c l asses  o f  DNA.  Lanes  lO ' - lS '  show  t ha t  t he re  i s  a  l eng th  
c l ass  o f  DNA wh i ch  i s  r es i s t an t  t o  d i ges t i on  by  S I  nuc l ease .  These  hyb r i d  
DNAs  a re  120 -130  base  pa i r s  i n  l eng th  and  a re  p resen t  i n  bo th  con t r o l  
( t r ace r  on l y )  and  expe r imen ta l  ( t r ace r  p l us  d r i ve r )  l anes .  
F i gu res  25a  and  b  show  t he  r esu l t s  o f  a  s im i l a r  expe r imen t  us i ng  
l abe l l ed  Bam H I  i n se r t  o f  pPGB9 .  The  r esu l t  was  ve r y  s im i l a r  t o  t ha t  
us i ng  pPGA7  shown  i n  F i gu res  24a  and  b .  
These  r esu l t s  sugges t  t ha t  t he re  i s  an  i n t e rna l  r eg i on  o f  homo logy  
( 120 -130  bp  l ong )  i n  t he  r epe t i t i ve  DNA sequences  i n  bo th  pPGA7  and  pPGB9 ,  
Pe rcen t  o f  t he  Bov ine  Genome  Comp l imen ta r y  t o  pPGA7  and  pPGB9  
Hyb r i d i za t i ons  we re  pe r f o rmed  be tween  ca l f  t hymus  DNA and  subc l ones  
o f  t he  Bam H I  i n se r t s  o f  pPGA7  and  pPGB9 .  These  i n se r t s  we re  subc l oned  
i n t o  M13mp8  ( see  DNA Sequenc ing )  and  a re  named  M13mp8BA7  and  M13mp8BB9 .  
The  hyb r i ds  we re  t hen  t r ea ted  w i t h  S I  nuc l ease  and  f r ac t i ona ted  by  
F IGURE 24 :  De te rm ina t i on  o - f  t he  s i ze  p - f  t he  r epe t i t i ous  DNA i n  pPGA7 .  
( a )  N i ck  t r ans l a t ed  Bam H I  i n se r t  o - f  pPGA7  hyb r i d i zed  w i t h  o r  
w i t hou t  excess  ca l f  t hymus  DNA.  Samp les  we re  t r ea ted  w i t h  o r  w i t hou t  
S I  nuc l ease ,  and  be fo re  o r  a f t e r  hyb r i d i za t i on .  Samp les  we re  
f r ac t i ona ted  o f  27 .  aga rose .  The  f o l l ow ing  i s  a  l i s t  o f  l anes  and  t he  
co r respond ing  samp les :  1 ,  H ind  I I I  p l us  Eco  R I  d i ges t  o f  l ambda  DNA 
( con t r o l ) ;  2 ,  pPGA?  DNA,  be fo re  hyb r i d i za t i on ,  no  91  nuc l ease ;  3 ,  
no th i ng ;  4 ,  pPGA?  p l us  ca l f  t hymus  DNA,  be fo re  hyb r i d i za t i on ,  no  S I  
nuc l ease ;  5 ,  A l u  I  d iges t  o f  pBR322  ( con t r o l ) ;  6 ,  pP6A7  DNA.  
h yb r i d i zed ,  no  S I  nuc l ease ;  7 ,  no th i ng ;  8 ,  pP6A7  p l us  ca l f  t hymus  
DNA,  h yb r i d i zed ,  no  S I  nuc l ease ;  9 ,  A l u  I  d igea t  o f  pBR322  ( con t r o l ) ;  
10 ,  pPGA7  DNA,  be fo re  hyb r i d i za t i on ,  70  un i t s  S I  nuc l ease ;  11 ,  pPGA7  
DNA,  h yb r i d i zed ,  70  un i t s  S I  nuc l ease ;  12 ,  pP6A7  DNA,  h yb r i d i zed ,  70  
un i t s  S I  nuc l ease ;  13 ,  pPGA7  p l us  ca l f  t hymus  DNA,  be fo re  
hyb r i d i za t i on ,  70  un i t s  S I  nuc l ease ;  14 ,  pPGA7  p l us  ca l f  t hymus  DNA.  
h yb r i d i zed ,  70  un i t s  S I  nuc l ease ;  15 ,  pPGA7  p l us  ca l f  t hymus  DNA,  
h yb r i d i zed ,  70  un i t s  S I  nuc l ease ;  16 ,  A l u  I  d iges t  o f  pBR322  
( con t r o l ) .  Leng ths  shown  a re  i n  K i l obases .  
( b )  Au to rad iog ram o f  t he  ge l  i n  ' a ' .  The  p r imed  numbe rs  o f  t he  
au to rad iog raph  co r respond  t o  t he  unp r imed  numbe rs  i n  ' a ' .  The  s i ze  o f  
t he  S I  r es i s t an t  hyb r i ds  i n  l anes  10 ' - 15 '  i s  120 -130  nuc l eo t i des  i n  
1eng th .  
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F IGURE 25 :  De te rm ina t i on  o - f  t he  s i ze  o+  t he  r epe t i t i ous  DNA i n  pPGB? .  
( a )  N i ck  t r ans l a t ed  Bam H I  i n se r t  o f  pPGB9  hyb r i d i zed  w i t h  o r  
w i t hou t  excess  ca l f  t hymus  DNA.  Samp les  we re  t r ea ted  w i t h  o r  w i t hou t  
S I  nuc l ease ,  and  be fo re  o r  a f t e r  hyb r i d i za t i on .  Samp les  we re  
f r ac t i ona ted  o f  27 .  aga rose .  The  f o l l ow ing  i s  a  l i s t  o f  l anes  and  t he  
co r respond ing  samp les :  1 ,  H ind  I I I  p l us  Eco  R I  d i ges t  o f  l ambda  DNA 
( con t r o l ) ;  2 ,  pP6B9  DNA,  be fo re  hyb r i d i za t i on ,  no  91  nuc l ease ;  3 ,  
no th i ng ;  4 ,  pPGB9  p l us  ca l f  t hymus  DNA,  be fo re  hyb r i d i za t i on ,  no  S I  
nuc l ease ;  5 ,  A l u  I  d iges t  o f  pBR322  ( con t r o l ) ;  6 ,  pPGB9  DNA,  
h yb r i d i zed ,  no  S I  nuc l ease ;  7 ,  no th i ng ;  8 ,  pPGB9  p l us  ca l f  t hymus  
DNA,  h yb r i d i zed ,  no  S I  nuc l ease ;  9 ,  A lu  I  d iqea t  o f  pBR322  ( con t r o l ) ;  
10 ,  pPGB9  DNA,  be fo re  hyb r i d i za t i on ,  70  un i t s  S I  nuc l ease ;  11 ,  pPGB9  
DNA hyb r i d i zed ,  70  un i t s  S I  nuc l ease ;  12 ,  pPGB9  DNA,  h yb r i d i zed ,  70  
un i t s  S I  nuc l ease ;  13 ,  pPGB9  p l us  ca l f  t hymus  DNA,  be fo re  
hyb r i d i za t i on ,  70  un i t s  S I  nuc l ease ;  14 ,  pPGB9  p l us  ca l f  t hymus  DNA.  
h yb r i d i zed ,  70  un i t s  S I  nuc l ease ;  15 ,  pPGB9  p l us  ca l f  t hymus  DNA,  
h yb r i d i zed ,  70  un i t s  S I  nuc l ease ;  16 ,  A l u  I  d iges t  o f  pBR322  
( con t r o l ) .  
( b )  Au to rad iog ram o f  t he  ge l  i n  ' a ' .  The  p r imed  numbe rs  o f  t he  
au to rad iog raph  co r respond  t o  t he  unp r imed  numbe rs  i n  ' a ' .  The  s i ze  o f  
t he  S I  r es i s t an t  hyb r i ds  i n  l anes  10 ' - 15 '  i s  120 -130  nuc l eo t i des  i n  
l eng th .  
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hyd roxy ]apa t i t e  ch roma tog raphy .  
32  T race  amoun t s  o - f  P -n i c k  t r ans l a t ed  ca l f  t hymus  DNA we re  hyb r i d i zed  
w i t h  a  10 -200  f o l d  excess  o f  un l abe l  l ed  M13mp8BA7 ,  M13mp8BB9 ,  o r  M13mpBBA7  
p l us  M13mp8BB9 .  Co t  va l ues  o f  10  and  100  we re  chosen  t o  i nsu re  t ha t  a l l  
r epe t i t i ve  DNA wou ld  hyb r i d i ze .  A l so ,  t hese  Co t  va l ues  a re  a t  l eas t  one  
o rde r  o f  magn i t ude  be low  t he  Co t ^ ^g  hyb r i d i za t i on  o f  bov i ne  s i ng l e  
copy  sequences .  A  con t r o l  samp le  o f  und r i ven ,  l abe l l ed  ca l f  t hymus  DNA 
was  hyb r i d i zed  i n  pa ra l l e l  and  used  t o  co r rec t  f o r  any  se l f - hyb r i d i za t i on  
o f  t he  t r ace r  DNA.  A  second  con t r o l  was  used  t o  co r rec t  f o r  t he  amoun t  o f  
DNA i n  hyb r i d  f o rm  a f t e r  hea t  dena tu ra t i on  bu t  be fo re  hyb r i d i za t i on .  
A l l  t he  samp les  we re  d i ges ted  w i t h  S I  nuc l ease ,  f r ac t i ona ted  on  
hyd roxy !apa t i t e  co l umns ,  and  t he  amoun t  o f  doub le  s t r anded  DNA de te rm ined .  
The  f r ac t i ons  o f  t he  bov i ne  DNA wh i ch  hyb r i d i zed  t o  M13mp8BA7  o r  t o  
M13mp8BB9  we re  ca l cu l a t ed  as  f o l l ows :  
Le t  Y  =  t he  f r ac t i on  o f  t he  l abe l l ed  DNA wh i ch  i s  
doub le  s t r anded  f o l l ow ing  hyb r i d i za t i on  w i t h  
excess  c l one  DNA 
Le t  2 =  the  f r ac t i on  o f  t he  l abe l l ed  DNA wh i ch  i s  
doub le  s t r anded  f o l l ow ing  hyb r i d i za t i on  i n  t he  
absence  o f  c l one  DNA 
Le t  W =  t he  f r ac t i on  o f  t he  l abe l l ed  DNA wh i ch  i s  
doub le  s t r anded  a t  ze ro  t ime  o f  hyb r i d i za t i on  
w i t h  excess  c l one  DNA 
Le t  X  =  t he  f r ac t i on  o f  t he  l abe l l ed  DNA wh i ch  i s  
doub le  s t r anded  a t  ze ro  t ime  o f  hyb r i d i za t i on  
w i t hou t  c l one  DNA 
The  f r ac t i on  o f  t he  DNA wh i ch  hyb r i d i zed  du r i ng  t he  und r i ven  r eac t i on  
(w i t hou t  added  c l one  DNA)  i s  g i ven  by :  
A  =  2  -  X .  
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The  ca l cu l a t ed  - f r ac t i on  o - f  t he  l abe l l ed  DNA wh i ch  has  hyb r i d i zed  t o  
t he  c l one  DNA i s  g i ven  by  :  
R =  W -  A .  
S ince  t he  M l3  c l oned  DNA i s  s i ng l e  s t r anded  and  con ta i ns  o n l y  one  o f  
t he  two  sense  s t r ands  o f  doub le  s t r anded  DNA,  t he  f r ac t i on  o f  t he  bov i ne  
DNA wh i ch  con ta i ns  r epe t i t i ve  sequences  i s  tw i ce  R .  Tab le  4  l i s t s  these  
va l ues  f o r  10  expe r imen t s .  The  ave rage  va l ue  o f  R  f o r  t he  Co t  10  
r eac t i ons  i s  3 .26% ±  1 .71% and  t he  ave rage  va l u?  o f  R  f o r  t he  Co t  100  
r eac t i ons  i s  2 .88% ±  0 .68%.  These  numbe rs  a re  no t  s i gn i f i can t l y  
d i f f e ren t .  Th i s  shows  t ha t  t he  r eac t i on  was  comp le ted  by  a  Co t  o f  10 ,  and  
a l l ows  t he  da ta  f r om  the  Co t  10  and  Co t  100  r eac t i ons  t o  be  comb ined .  The  
ave rage  va l ue  o f  R  f o r  M13mp8BA7  i s  2 .73%;  t he  ave rage  va l ue  f o r  M13mpSBB9  
i s  4 .53%;  and  t he  ave rage  va l ue  f o r  t he  comb ined  M13mp8BA7  and  M13mp8BB9  
expe r imen t  i s  2 .66%.  S i nce  t he  h i gh  va l ue  o f  R  f o r  M13mp8BB9  i s  due  t o  
t he  s i ng l e  Co t  10  va l ue ,  and  s i nce  t he  M13mp8BA7  p l us  M13mp8BB9  va l ues  a re  
no  h i ghe r  t han  t ha t  f o r  M13mp8BA7  a l one ,  i t  was  conc l uded  t ha t  M13mp8BA7  
and  M13mp8BB9  we re  hyb r i d i z i ng  t o  t he  same  bov i ne  sequences .  The re fo re ,  
i t  i s  l eg i t ima te  t o  ca l cu l a t e  an  ove ra l l  ave rage  f o r  a l l  t en  expe r imen t s .  
Th i s  va l ue  o f  R  i s  3 ,07% ±  1 .32% wh i ch  i nd i ca tes  t ha t  6 .14% ±  2 .64% o f  t he  
bov i ne  genome  cons i s t s  o f  r epe t i t i ve  sequences  wh i ch  w i l l  c ross  hyb r i d i ze  
w i t h  M13mp8BA7  and  M13mp8BB9 .  
DNA Sequenc ing  
DNA sequenc ing  was  pe r f o rmed  by  bo th  t he  Maxam-G i1be r t  and  d i deoxy  
sequenc ing  me thods .  Th i s  sec t i on  w i l l  f i r s t  d i s cuss  t he  subc l on i ng  and  
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TABLE  4 :  Pe rcen t  o - f  t he  bov i ne  genome  r ep resen ted  by  t he  r epea ted  
sequence  i n  c l ones  pPGA7  and  pPGB9  
% % Hyb r i d  % Hyb r i d  Co r rec ted  
Samp le  Co t  Hyb r i d (Y )  -  0  t ime (W)  -  Und r i ven (A )  =  % Hyb r i d (R )  2R  
M l3mp8BA7  
+  CT  DNA 10  4 . 50  1 .19  1 .80  1 .51  3 . 0 2  
M13mp8BA7  
+  CT  DNA 10  3 . 74  1 .74  0 .43  1 .57  3 . 1 4  
M13mp8BA7  
+  CT  DNA 10  6 . 80  1 .90  0 .90  4 .00  8 .00  
M13mp8BB9  
+  CT  DNA 10  9 . 10  1 .40  1 .80  5 .90  11 .30  
M13mp8BA7  
+  M13mp8BB9  
+  CT  DNA 10  6 . 70  1 .60  1 .80  3 .30  6 .60  
M13mp8BA7  
+  CT  DNA 100  7 . 25  1 .19  2 .29  3 . 7 7  7 . 5 4  
M13mp8BA7  
+  CT  DNA 100  5 . 34  1 .17  1 .20  2 .40  4 . 8 0  
M13mp8BA7  
+  CT  DNA 100  13 .90  1 .90  8 .90  3 . 1 0  6 . 2 0  
M13mp8BB9  
+  CT  DNA 100  6 . 85  1 .40  2 .29  
M13mp8BA7  
+  M13mp8BB9  
+  CT  DNA 100  5 . 90  1 .60  2 .29  2 .01  4 . 0 2  
Th i s  i s  a  l i s t  o - f  t he  hyb r i d i za t i on  expe r imen t s  w i t h  t r ace  amoun t s  o f  
n i c k  t r ans l a t ed  ca l f  t hymus  DNA hyb r i d i zed  t o  excess  M13mp8BA7 ,  M13mp8BB9 ,  
o r  M13mp8BA7  p l us  M13mp8BB9  v i r a l  DNAs .  F rom t he  ca l cu l a t i ons  desc r i bed  
i n  t he  Resu l t s  sec t i on ,  t he  r epe t i t i ve  sequence  c l oned  i n  pP6A7  and  pPGB9  
composes  6 .14% ±  2 .64%.  
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sequenc ing  o f  pP6A7  and  t hen  pPGB9 .  
SuhciaaiQQ and s&queaciag o± ibe Bam HI insaci û£ pEGAZ 
The  bov i ne  c l one  pPGA7 ,  t he  RF  f o rm  o f  M13mp8 ,  and  t he  RF  f o rm  o f  
M13mp9  we re  d i ges ted  w i t h  Bam H I .  The  d i ges ted  DNAs  we re  comb ined  and  
1 i ga ted  a t  14 °C  f o r  8  hou rs  i n  t he  p resence  o f  0 . 2  un i t s  o f  T4  DNA 1 i gase .  
E .  co l l  s t r a i n  JM103  was  t hen  t r ans fo rmed  w i t h  t he  l i ga t i on  m i x tu re  and  
p l a t ed  on  YT  i nd i ca to r  p l a t es .  S i x  wh i t e  p l aques  we re  p i c ked  and  t he  
v i r a l  DNAs  sc reened  us i ng  t he  D IGE  t es t .  Th i s  ge l  i s  shown  i n  F i gu re  26 .  
Lanes  1 ,  5 ,  6 ,  and  10  a re  con t r o l s .  Lanes  2 ,  3 ,  4 ,  7 ,  8 ,  and  9  con ta i n  
t he  M13  r ecomb inan t s :  M13mp83 ,  M13mp84 ,  M13mp85 ,  M13mp97 ,  M13mp98 ,  and  
M13mp99 .  Each  o f  t hese  r ecomb inan t  M l3  DNAs  con ta i ns  a  DNA i n se r t  s im i l a r  
i n  s i ze  t o  t he  Bam H I  i n se r t  o f  pPGA7 .  
O the r  M13mp8  and  M13mp9  c l ones  con ta i n i ng  t he  Bam H I  i n se r t  o f  pPGA7  
we re  sc reened  i n  t he  same  manne r .  These  we re  hyb r i d i zed  t o  M13mp85  and  
M13mp98  us i ng  t he  C  t e s t .  Th i s  r esu l t  i s  shown  i n  F i gu re  27 .  Recomb inan t  
c l ones  i n  l anes  2 ,  5 ,  8 ,  and  9  hyb r i d i ze  t o  M13mp85 ,  and  t hose  i n  l anes  
14 ,  17 ,  and  22  hyb r i d i ze  t o  M13mp98 .  The re fo re ,  bo th  DNA s t r ands  o f  t he  
Bam H I  i n se r t  o f  pPGA7  we re  c l oned .  
To  con f i rm  t he  c l on i ng  o f  t he  Bam H I  i n se r t  o f  pP6A7 ,  t he  r ecomb inan t  
M13mp8  and  M13mp9  c l ones  and  an  M13mp8  con t r o l  we re  hyb r i d i zed  t o  "P -n i ck  
t r ans l a t ed  Bam H I  i n se r t  o f  pPGA7 .  F i gu res  28a  and  b  show  t he  ge l  and  
au to rad iog ram f o r  t h i s  expe r imen t .  A l l  t he  M13  r ecomb inan t s  t es ted  
hyb r i d i zed  s t r ong l y  t o  t he  l abe l l ed  p robe .  On l y  t he  con t r o l  M13mp8  d i d  
no t  hyb r i d i ze .  C lones  M13mp8E5  ( l ane  12 )  and  M13mp8E8  ( l ane  8 )  wh i ch  
con ta i n  comp l imen ta r y  sequences  we re  chosen  f o r  d i deoxy  sequenc ing^  The  
F IGURE 26 ;  DIGE t es t  f o r  t he  p resence  o f  M l3  r ecomb inan t s  o f  a  Bam H I  
d i ges t  o f  pP6A7  
The  v i r a l  DNAs  we re  e l ec t r opho resed  on  1% aga rose .  The  f o l l ow ing  
i s  a  l i s t  o f  t he  l anes  and  t he  co r respond ing  v i r a l  DNAs :  1 ,  M13mp8  
( con t r o l ) ;  2 ,  M13mp83 ;  3 ,  M13mp84 ;  4 ,  M13mp85 ;  5 ,  S .5  Kb  v i r a l  DNA 
( con t r o l ) ;  6 ,  10 .5  Kb  v i r a l  DNA ( con t r o l ) ;  7 ,  M13mp97 ;  8 ,  M13mp98 ;  
9 ,  M13mp99 ;  10 ,  M13mp8  ( con t r o l ) .  
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F IGURE 27 ;  C - t es t  o - f  M13  r ecomb inan t s  con ta i n i ng  t he  Bam H I  i n se r t  o - f  
pPGA7  
<a )  Those  c l ones  hyb r i d i zed  t o  M13mp85 .  The  f o l l ow ing  i s  t he  l i s t  o - f  
t he  l anes  and  t he  co r respond ing  c l ones ;  1 ,  M13mp85  p l us  M13mp8E l ;  2 ,  
M13mp85  p l us  M13mp8E2 ;  3 ,  M13mp85  p l us  M13mp8E4 ;  4 ,  M13mp85  ( con t r o l ) ;  
5 ,  M13mp85  p l us  M13mp8E5 ;  6 ,  M13mp85  p l us  M13mp8E6 ;  7 ,  M13mp85  
( con t r o l ) ;  8 ,  M13mp85  p l us  M13mp8E7 ;  9 ,  M13mp85  p l us  M13mp8E8 ,  10 ,  
M13mp85  p l us  M13mp8  ( con t r o l ) ;  11 ,  M13mp85  p l us  M13mp8E3 .  
( b )  Those  c l ones  hyb r i d i zed  t o  M13mp98 .  The  - f o l l ow ing  i s  a  l i s t  o f  
t he  l anes  and  co r respond ing  c l ones :  1 ,  M13mp98  p l us  M13mp9G l ;  2 ,  
M13mp98  p l us  M13mp9G3 ;  3 ,  M13mp98  p l us  M13mp9G4 ;  4 ,  M13mp98  ( con t r o l ) ;  
5 ,  M13mp98  p l us  M13mp9G5 ;  6 ,  M13mp98  p l us  M13mp9G7 ;  7 ,  M13mp98  
( con t r o l ) ;  8 ,  M13mp98  p l us  M13mp9G8 ;  9 ,  M13mp98  p l us  M13mp9G9 ;  10 ,  
M13mp98  p l us  M13mp8  ( con t r o l ) ;  11 ,  M13mp98  p l us  M13mp99 .  
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F IGURE 28 :  Ge l  and  au to rad i  og ram o - f  M IS  r ecomb inan t s  
( a )  B - t es t  o f  M13  r ecomb inan t s  con ta i n i ng  t he  Bam H I  i n se r t  o f  pPGA7 .  
The  f o l l ow ing  i s  a  l i s t  o f  t he  l anes  and  t he  co r respond ing  v i r a l  c l one  
DNAs :  1 ,  M13mp9G8 ;  2 ,  M13mp9G7 ,  3 ,  M13mp9G3 ;  4 ,  M13mp9G3 ;  5 ,  
M13mp99 ;  6 ,  M13mp98 ;  7 ,  M13mp8  ( con t r o l ) ;  8 ,  M13mp8E8 ;  9 ,  M13mp8E7 ;  
10 ,  M13mp8E2 ;  11 ,  M13mp8E5 ;  12 ,  M13mp85 .  
( b )  Au to rad iog ram o f  t he  ge l  i n  ' a ' .  N i ck  t r ansa l t ed  Bam H I  i n se r t  
o f  pPGA7  was  used  as  t he  hyb r i d i za t i on  p robe .  The  p r imed  l ane  numbe rs  
i n  t he  au to rad iog ram co r respond  t he  t he  unp r imed  l ane  numbe rs  i n  ' a ' .  
A l l  c l ones  hyb r i d i ze  excep t  t he  M13mp8  ( l ane  7 )  con t r o l .  
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sequenc ing  ge l  i s  shown  i n  F i gu re  33 ,  and  t he  DMA sequence  r ead  f r om  t h i s  
ge l  i s  shown  i n  Tab le  5 .  
Subcloalag and sequ&aclag of ±he Uiac ll=Eco El icagmeais of pEGâZ 
pPGA7  was  d i ges ted  w i t h  M ine  I I  p l us  Eco  R I  and  subc l oned  i n t o  t he  
H inc  I I  and  Eco  R I  s i t e s  i n  t he  RF  - f o rms  o - f  M13mp8  and  M13mp9 .  By  
subc l on i ng  i n t o  bo th  vec to r s ,  t he  DNA sequence  cou ld  be  r ead  - f r om  bo th  t he  
H inc  I I  and  - f r om  t he  Eco  R I  s i t e  t owa rds  t he  cen te r  o - f  t he  c l oned  p i ece  o - f  
DNA  (F i gu re  29 ) .  
The  doub le  s t r anded  r ep l i  ca t  i ve  - f o rms  o - f  some  o - f  t hese  subc l ones  we re  
d i ges ted  w i t h  H inc  I I  and  Eco  R I  t o  de te rm ine  t he  s i zes  o - f  t he  pP6A7  H inc  
I I -Eco  R I  - f r agmen ts  wh i ch  t hey  con ta i ned .  These  ge l s  a re  shown  i n  F i gu res  
30a  and  30b .  C lones  M13mp83<56 ,  M13mp83611 ,  M13mp83613 ,  M13mp9404 ,  
M13mp94017 ,  and  M13mp94018  we re  a l l  chosen  - f o r  d i deoxy  sequenc ing .  A  
d i deoxy  ge l  f o r  M13mp83613  i s  shown  i n  F i gu re  33 .  
The  sequences  ob ta i ned  by  d i deoxy  sequenc ing  a re  shown  i n  Tab le  5 .  
The  l o ca t i on  o f  t hese  sequences  i n  pPGA7  i s  shown  i n  F i gu re  31a .  C lones  
M13mp8366  and  M13mp83613  shou ld  be  t he  same ,  bu t  t he i r  sequences  a re  
d i f f e ren t .  The  ac tua l  sequence  o f  c l one  M13mp8366  i s  unusua l  i n  two  
r espec t s .  The  sequence  shou ld  s t a r t  a t  a  H inc  I I  s i t e ,  bu t  i t  does  no t ;  
and  pa r t  o f  t he  v i r a l  sequence ,  i n c l ud i ng  t he  v i r a l  H inc  I I  s i t e ,  has  been  
de l e t ed .  The  even t s  wh i ch  l ed  t o  t h i s  c l on i ng  even t  a re  no t  unde rs tood ,  
bu t  cas t  doub t  on  t he  l o ca t i on  o f  t he  M13mp8366  sequence .  The  i n se r t  i n  
c l one  M13mp83611  was  measu red  t o  be  0 . 7  kb .  The re  a re  two  poss i b l e  
pa r t i a l  d i ges t i on  f r agmen ts  o f  pPGA7  wh i ch  cou ld  r esu l t  i n  t he  0 . 7  Kb  
i n se r t  o f  M13mp83611 ;  t he  Eco  R I  s i t e  i n  pBR322  t o  t he  Eco  R I  s i t e  o f  t he  
F IGURE 29 :  A  schema t i c  r ep resen ta t i on  o - f  t he  c l on i ng  o f  a  M ine  I I -Eco  R I  f r agmen t  
i n t o  t he  vec to r s  M13mp8  and  M I3mp9  
The  uppe r  s t r and  o f  each  vec to r  i s  t he  v i r a l  s t r and  vh  i  ch  i s  t he  t emp la te  
f o r  d i deoxy  sequenc ing .  The  r eg i on  whe re  t he  sequenc ing  p r ime r  DNA b i nds  and  t he  
d i r ec t i on  o f  sequenc ing  i s  i nd i ca ted  above  each  vec to r .  
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F IGURE 30  :  M ine  I I  p l us  Eco  R I  d i ges t s  o - f  M l3  r ecomb inan t s  
( a )  H inc  I I  p l us  Eco  R I  d i ges t i on  o - f  t he  M13mp8  r ecomb inan t s  o - f  H i  ne  
I I  p l us  Eco  R I  d i ges ted  pPGA7 .  The  - f o l l ow ing  i s  a  l i s t  o - f  t he  l ane  
numbe rs  and  t he  co r respond ing  c l ones  (numbe rs  i n  pa ren theses  a re  t he  
l eng th  o - f  t he  c l oned  pPGA7  H inc  I I  p l us  Eco  R I  f r agmen t ) :  1 ,  M13mp8362  
( uncu t ) ;  2 ,  M13mp8363  ( 0 . 6  kb ) ;  3 ,  M13mp8364  ( 1 . 3  kb  and  0 . 6  kb )  ;  4 ,  
M13mp8365  ( 0 . 6  kb ) ;  5 ,  M13mp8366  ( 0 . 6  kb ) ;  6 ,  M13mp8361  ( uncu t ) ;  7 .  
H inc  I I  p l us  Eco  R I  d i ges t  o - f  pPGA7  ( con t r o l ) ;  8 ,  M13mp8367  ( ? ) ;  9 ,  
M13mp8368  ( 0 . 67  kb ) ;  10 ,  M13mp8369  ( 0 . 6  kb ) ;  11 ,  M13mp83611  ( 1 . 3  kb )  ;  
12 ,  M13mp83613  ( 0 . 6  kb ) .  
( b )  H inc  I I  p l us  Eco  R I  d i ges t i on  o - f  t he  M13mp9  r ecomb inan t s  o - f  
H i nc  I I  p l us  Eco  R I  d i ges ted  pPGA7 .  The  - f o l l ow ing  i s  a  l i s t  o - f  t he  l ane  
numbe rs  and  t he  co r respond ing  c l ones  (numbe rs  i n  pa ren theses  a re  t he  
l eng th  o - f  t he  c l oned  pPGA7  H inc  I I  p l us  Eco  R I  f r agmen t ) :  1 ,  M13mp9401  
( 0 . 67  kb ) ;  2 ,  M13mp9402  ( 0 . 67  kb ) ;  3 ,  M13mp9404  ( 0 . 8  kb )  ;  4 ,  
M13mp9406  ( 0 . 67  kb ) ;  5 ,  M13mp9407  ( 0 . 45  kb ) ;  6 ,  M13mp9401  ( uncu t ) ;  7 ,  
H inc  I I  p l us  Eco  R I  d i ges t  o f  pP6A7  ( con t r o l ) ;  8 ,  M13mp9408  ( 0 . 8  kb )  ;  
9 ,  M13mp94010  ( 0 . 6  kb ) ;  10 ,  M13mp94015  ( 0 . 6  kb ) ;  11 ,  M13mp94018  ( 0 . 6  
kb ) ;  12 ,  M13mp94019  ( 0 . 6  kb ) ;  13 ,  M13mp94020  ( 0 . 67  kb ) .  
Leng ths  shown  a re  i n  k i l obases .  
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Ml3  subc l one ,  o r  t he  M ine  I I  s i t e  i n  t he  i n se r t  o f  pPGA7  t o  t he  f i r s t  M i n e  
I I  s i t e  i n  p B R 3 2 2 .  T h e  s e q u e n c i n g  g e l  f o r  M 1 3 m p 8 3 6 1 1  w a s  r u n  t o o  l o n g ,  s o  
t he  beg inn i ng  r es t r i c t i on  s i t e  i s  unknown .  Because  o f  t hese  
u n c e r t a i n t i e s ,  t h e  s e q u e n c e  c a n n o t  b e  l o c a t e d  o n  t h e  m a p  i n  F i g u r e  3 1 a .  
The re  i s  a  pa r t i a l  sequence  ove r l ap  be tween  c l ones  M13mp8366  and  
M13mp94018  sugges t i ng  i n t e rna l  r epe t i t i on  i n  t he  pP6A7  c l one .  
S&qu&aclag a± oihec fnagm^ais of pEGAZ 
pPGA7  was  d i ges ted  w i t h  Hae  I I I  and  Hpa  I I ,  and  an  a t t emp t  was  made  
t o  subc l one  t he  r esu l t an t  f r agmen ts  i n t o  M13mp8 .  C lones  we re  ob ta i ned  and  
d i deoxy  sequenc ing  ana l ys i s  pe r f o rmed .  The  sequences  ob ta i ned  f o r  15  ou t  
o f  26  c l ones  we re  e i t he r  M13mp8  o r  M13mp8366 .  The  r eappea rance  o f  t he  
M13mp8366  sequence  i s  no t  unde rs tood  and  t he re fo re  i t  was  dec i ded  t ha t  t he  
subc l on i ng  expe r imen t  was  no t  success fu l .  The  0 . 25  kb  Hpa  I I -Hpa  I I  
f r agmen t  was  e l ec t r oe l a t ed  f r om  ac r y l am ide  and  t aken  t o  D r .  John  
Done l son ' s  l abo ra to r y  i n  I owa  C i t y  f o r  Maxam-G i1be r t  sequenc ing .  The  
f r agmen t  was  c l eaved  w i t h  Hae  I I I  and  end  l abe l l ed .  Because  t he  Hae  I I I  
s i t e  i s  ve r y  nea r  one  end  o f  t he  f r agmen t ,  on l y  t he  sequence  f r om  l e f t  t o  
r i gh t  ( see  F i gu re  31a )  cou ld  be  r ead .  Th i s  sequence  i s  i n  Tab le  5 ,  and  
t he  au to rad iog ram o f  t he  ge l  i s  shown  i n  F i gu re  34 .  I t s  l oca t i on  on  t he  
map  o f  pPGA7  i s  shown  i n  F i gu re  31a .  
SiihjcInalA^ ami aequaaciag i>i iha 0^25 kb £sl I icagmeai £)i 
The  0 .25  kb  Ps t  I  f ragmen t  o f  c l one  pP6B9  was  e l ec t r oe l u t ed  f r om  7% 
ac r y l am ide  and  subc l oned  i n t o  M13mp8 .  Two  r esu l t an t  subc l ones  we re  
sequenced  by  t he  d i deoxy  me thod .  
F i gu re  32  shows  a  Ps t  I  d iges t  o f  t hese  subc l ones .  I n  a l l  cases ,  t he  
F IGURE 31 ;  Loca t i ons  o - f  t he  subc l ones  o f  pP6A7  and  pP6B9  on  t he  r es t r i c t i on  
endonuc lease  maps  o f  pPGA7  and  pP6B9  
( a )  A  r ep resen ta t i on  o f  t he  M l3  subc l ones  o f  pPGA?  and  whe re  t he i r  l o ca t i on  i s  on  
t he  pPGA7  r es t r i c t i on  map .  The  l i ne  above  t he  map  i nd i ca tes  t he  l o ca t i on  o f  t he  
r epe t i t i ve  sequence .  The  a r r ows  be low  t he  map  i nd i ca te  t he  c l ones ,  t he  d i r ec t i on  o f  
sequenc ing ,  and  t he  app rox ima te  d i s t ance  sequenced .  The  numbe rs  o f  t he  a r r ows  a re  
l i s t ed  i n  pa ren theses  be fo re  each  c l one .  The  l eng ths  o f  t he  i n se r t s  o f  t he  va r i ous  
c l ones  sequenced  a re  l i s t ed  be low :  
( 6 )  M13mp8E5  1 . 40  Kb  ( 1 )  M13mp9404  0 . 80  Kb  ( 5 )  M13mp94017  0 . 67  Kb  
( 2 )  M13mp8E8  1 . 40  Kb  ( 4 )  M13mp94018  0 . 60  kb  ( 3 )  M13mp83613  0 . 06  Kb  
( 7 )  M13mp8366  0 . 60  Kb  
M13mp83611  1 . 3  Kb  ( canno t  be  de f i n i t e l y  l oca ted )  
( o )Hpa  I I  f r agnen t  0 . 25  Kb  
<b )  A  r ep resen ta t i on  o f  t he  M13  subc l ones  o f  pPGB9  and  whe re  t he i r  l o ca t i on  i s  on  
t he  pPGB9  r es t r i c t i on  map .  The  l i ne  above  t he  map  i nd i ca tes  t he  l o ca t i on  o f  t he  
r epe t i t i ve  sequence .  The  a r r ows  be low  t he  map  i nd i ca te  t he  c l ones ,  t he  d i r ec t i on  o f  
sequenc ing ,  and  t he  app rox ima te  d i s t ance  sequenced .  The  numbe rs  o f  t he  a r r ows  a re  
l i s t ed  i n  pa ren theses  be fo re  each  c l one .  The  l eng ths  o f  t he  i n se r t s  o f  t he  two  c l ones  
sequenced  a re  l i s t ed  be low :  
( 1  o r  2 )  M13mp8PB9H o r  M13mp8PB9H 0 .24  kb  
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F IGURE 32 :  Ps t  I  d iges t  o - f  t he  M l3  subc l ones  o f  t he  0 .25  Kb  Ps t  I  
f ragmen t  o f  pPGB9  
The  f o l l ow ing  i s  a  l i s t  o f  t he  l anes  and  t he  co r respond ing  c l ones ;  
1 ,  M13mp8  p l us  Hae  I I I  used  as  a  l eng th  s t anda rd .  Leng ths  shown  a re  i n  
k i l obases .  2=  M l3mpSPB9F ;  3 ,  M13mp8PB9G;  4 ,  M13mp8PB9H;  5 ,  
M13mp8PB9 I ;  6 ,  M13mp8PB9J ;  7 ,  M13mp8PB9K ;  8 ,  M13mp8PB9L .  
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F IGURE 33 ;  D ideoxy  DNA sequenc ing  ge l  
2  hou r  and  4  hou r  e l ec t r opho res i s  o f  c l ones  M13mp8E5 ,  M13mp8E8  and  
M13mp83013 .  Fou r  sequenc ing  r eac t i ons  a re  pe r f o rmed  f o r  each  c l one .  
They  a re  deno ted  G ,  A ,  T ,  C ,  and  t he  l anes  a re  i n  t h i s  o rde r  f r om  l e f t  
t o  r i gh t .  The  sequence  i s  read  i n  t he  S '  t o  3 '  d i r ec t i on  s t a r t i ng  a t  
t he  bo t t om  o f  t he  ge l .  The  sequence  shown  i n  t he  4  hou r  ge l  i s  t he  same  
as  t ha t  b racke ted  i n  t he  2  hou r  ge l .  
145 ' 
E5 E8 3013 E5 E8 3013 
G A T  cl G A T  C IG  A  T  C  C  I  G A T  C  
f 
»(• 
HRS. 
F IGURE 34 :  Maxam-G i l be r t  DNA sequenc ing  ge l  and  a  pa r t  o - f  t he  sequence  
f o r  t he  0 .25  kb  Hap I I  f r agmen t  o f  pPGA7  
Fou r  sequenc ing  r eac t i ons  a re  pe r f o rmed  f o r  each  c l one .  The  a re  
deno ted  A ,  G ,  T ,  C ,  and  a re  i n  t h i s  o rde r  f r om  l e f t  t o  r i gh t .  The  
sequence  i s  r ead  i n  t he  5 '  t o  3 '  d i r ec t i on  s t a r t i ng  a t  t he  bo t t om  o f  t he  
ge l .  A  samp le  sequence  r ead ing  i s  shown  i n  t he  p i c t u re .  
"'irrffrp" 
TABLE  5 :  DNA sequences  de te rm ined  f o r  t he  va r i ous  c l ones  l i s t ed  
The  l e t t e r s  above  t he  sequences  a re  t hose  f o r  wh i ch  two  nuc l eo t i des  
cou ld  be  r ead .  The  ' X '  i s  whe re  t ha t  pa r t i cu l a r  base  cou ld  no t  be  
de te rm ined .  The  bo l d - f ace  t ype  i s  t he  M13  vec to r  sequences ,  t he  
unde r l i n i ng  i s  t he  sequence  homo logy  be tween  c l ones  M13mp8366  and  
M13mp94018 ,  and  t he  symbo l  ( . . . . * )  i s  t he  5  nuc l eo t i de  r epea t  i n  t he  
l i a xam-G i  1  be r t  sequences .  
Dideoxy Sequencing of pPGA7 
C C GT T T AC GT ACC T AT ACT TT CC C 
M13op8E5 CGGGCCAGTCCCAAGTTTGCTCCACCTGCCGGXTCCACAGGAXGGCTTTATTACCCGATXXTXCGTTAGTTCGCCATXXTGGTTTAGTCCXTTGTGGCTCCCAAXTAGGGAXXG 
C G G G G G T 
M13mp8E8 CGGGCCACTGCCAAGTTTCGCTCCAGGTCCCACGGÂTCCAACCCGACAAACATAGGCCGGACATAAAGTTAACCTCGCCTATATACTATCATATCTCGATCCTCACG 
AA C C T G T 
M13rap8361 3ACCGCCAGTGCCAAGCTTGGCTGCACGTCGACTCTTCGCXTGAGGTC GCCAATTATTGGAGTTCCAGTTTTAGCAAAXTATTGGAXTTCCAGCTTTACXTCACTCCTTC 
: G 
MI 3mp9406 GAGCGCCACTGAATTXTCATGTTTGACACCTTTATCATCGATAAGC TTTAATGCGCTAGTTTATCACAGTTAAATTGCTAACGXATXGG 
C 
Mlmp940l7 GACAXCCAGTGAATTCTCTGTATTTGTATGCTTGAAGTTGGTTTTTTATGGCCTTGATATTTGAACAXTTAGATTXAXTATAA 
A GT CC c 
Ml 3tnp8366 GACGGCCAGTGATTTTTTCATCAAAAAGTGI i l 11I GAAAATTTTAC TACAGAATGAACTTCATCCAACCATGTGATGCCTGGAGGAATTTCAATAAAAGCATTGA 
M13mp94018 CGAAAATTTTAC TAGACAATGAACTTCATCCAACCATGTCATGGCTGGAGGACTTGATAAAGGATTGAAG 
C  G  T O C  A G A A C A G A  
M13mp83611 GGAAATCATGGTCATACTCTTTCCTCTCTGAATTGTTATCCGTACAATTGTTTTTTGGCGTTCCAGCCGGATCTTTTCCCATTGTCCCTXGGGGAAAGCXATATCTXATTC 
T C G  C G C  A T  T  
XCXAGCATTGGCGGCGCCCAAACXCTTGGCGATTCXC 
TTAGTTTCXXAATTTXATAAATTAAGAAGTGTTAA 
C C C CG CC GC A C C C C 
CAATGAACACCCAGGCTTGXTCTCCTTCATTATCGATTCTTTGXTCTCCTTCCCXTCCAACGG XTCTCAACATTTTTTCAACACA-
A 
AAGTAAGCATTTTAATAATCTGTTAAATGTACACATAACACTTAXXGGTTCGGGTGAGCATAC CATAAATATTATGTGTCACAGXGTAGA 
TAGCATTTATATCTGTAATCTCCCTXXGCTTCCGGTGGGTXCTCCTCTGCCTXXTTTGGTCXCXTGXTTGTT 
TA T G 
CTCATCAGCGAACACGGAGTCAGTCTCCGATTTTT 
Dideoxy Sequencing of pPGB9 
c G c A G G G 
MDmuUfMII CCCCTATCCCTAACTTCOCCTCCACCAACTCTACCCWACAAXXnCCTATTACXCCCTAGGCCGCCCATAACAAATGAGCTCTXTACATGTCCACXXGXTCCXCCCXCXXCC 
CC  T AT ATTT G 
Hl3iip8PB9L COCCCATTCCCAACTTSCCrCCACTOTAGGACACACACAACCTTCACGTCCATTTCCTCGCTCAGaAXOTTCCCTTCGTGGACGXXrrGCCTCCCCTCCCXTTTrCTTTTXT 
CTTXCCCATAGCTXGTCCCCXCC 
C A 
TOOACArmtTXTCTAXTGAAGOXXTTTXTCXGTT— 
Maxam-Gilbert Sequencing of pPGA7 
T 
0.2) Upa II tÊM HI....CACACTCGATCGATCTCAGTCTGAGTG.,.,Hpa II... 
CCTCCCATGAAAACATGAATATGCAAAAGl'CTACAAOAACCAGAGTAAAACAATTAATTGTAAA 
ATAATAGACCGAATACTTCCTAAAAGTAAAAATTCATGCAAAAAGTCAAGTCAAOTCAAGTCAC 
.... * 
CGAGTCAGTACAGACTGAGAAACGTTCCGOTACTTAACGTCGTGGGG. .. .Hm III... 
Hpa II 
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subcToned  p i ece  o - f  DNA  i s  t he  same  l eng th  as  t he  0 .25  Kb  Ps t  I  f ragmen t  o - f  
pPGB9 .  F i gu re  31b  shows  t he  l o ca t i on  o f  t he  sequences  ob ta i ned .  The  two  
c l ones  sequenced  we re  M13mp8B9PH and  M13mp8B9PL  (F i gu re  32 ,  l anes  4  and  
8 ) .  The  sequences  - f o r  t hese  f r agmen ts  a re  l i s t ed  i n  Tab le  5 .  
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DISCUSSION 
The  expe r imen t s  desc r i bed  i n  t h i s  t hes i s  have  pa r t i a l l y  cha rac te r i zed  
a  - f am i l y  o f  sho r t  i n t e r spe rsed  repea ted  DNA sequences  - f ound  i n  t he  bov i ne  
genome .  The  r es t r i c t i on  endonuc lease  maps  (F i gu res  16a  and  b )  o - f  two  o - f  
t he  r ecomb inan t  p l asm ids ,  pPGA7  and  pPGB9 ,  show  t ha t  t he  po r t i on  o - f  each  
c l o n e  m a d e  u p  o - f  r e p e t i t i v e  D N A  i s  l i m i t e d  t o  a  - f e w  h u n d r e d  n u c l e o t i d e s  i n  
l eng th .  
F i gu res  19 -21  and  Tab le  3  show  t ha t  mos t  o - f  t he  r ecomb inan t  p l asm ids  
con ta i n i ng  r epe t i t i ve  bov i ne  DNA,  c r oss  hyb r i d i ze  t o  t he  Bam H I  i n se r t s  o - f  
e i t he r  pPGA7  o r  pPGB9 .  The  bov i ne  r ecomb inan t s  r ep resen t  r andom segmen ts  
o - f  t he  bov i ne  DNA,  se l ec ted  on l y  f o r  t he  p resence  o - f  r epe t i t i ve  sequences :  
t he re fo re ,  t he  c ross  hyb r i d i za t i on  expe r imen t s  sugges t  t ha t  t he re  i s  on l y  
one  ma jo r  sho r t  i n t e r spe rsed  repea ted  DNA sequence  f am i l y  i n  t he  bov i ne  
genome .  I n  t hese  same  expe r imen t s ,  i t  i s  seen  t ha t  t he  bov i ne  r epea ted  
sequence  r ep resen ted  i n  pPGA?  does  no t  hyb r i d i ze  w i t h  t he  human  A l u  c l one ,  
BLUR-8  (F i gu re  20 ,  l anes  23  and  23 ' ) .  Tab le  3  a l so  shows  t ha t  t he re  i s  no  
sequence  i n  t he  bov i ne  genome  wh i ch  hyb r i d i zes  w i t h  t he  human  A l u  c l one ,  
BLUR-8 .  Th i s  imp l i es  t ha t  t he re  i s  no  A l u - l i ke  sequence  i n  bov i ne  DNA.  
Th i s  i s  suppo r t ed  by  t he  DNA sequenc ing  da ta  f r om  c l ones  pPGA7  and  pPGB9 .  
I n  o the r  hyb r i d i za t i on  expe r imen t s ,  t he  r epe t i t i ve  DNA sequence  i n  
pPGA?  and  pPGB9  i s  shown  t o  compr i se  abou t  67 .  o f  t he  bov i ne  genome  (Tab le  
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4 ) .  The  comp lex i t y  o f  t he  bov i ne  genome  i s  3x10  bp  (B r i t t en ,  1971 ) .  I f  
i t  i s  assumed  t ha t  t he  sho r t  i n t e r spe rsed  repea ted  sequences  a re  abou t  300  
nuc l eo t i des  i n  l eng th ,  t hen  t he  r epea ted  sequence  f am i l y  r ep resen ted  by  
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pPGA7  i s  p resen t  i n  abou t  600 ,000  cop ies  i n  t he  bov i ne  genome .  W a t a n a b e  
( e t  a l . ,  1 9 8 2 )  h a v e  d i s c o v e r e d  a  s h o r t  r e p e t i t i v e  D N A  s e q u e n c e  i n  t h e  
b o v i n e  g e n o m e  w h i c h  s e e m s  t o  b e  r e p e a t e d  a b o u t  1 0 0 , 0 0 0  t i m e s .  T h e  p a r t i a l  
DNA sequences  o - f  pPGA7  and  pPGB9  do  no t  seem t o  be  homo logous  t o  t h i s  
r epo r t ed  sequence .  
I t  i s  known  t ha t  25 -30% o t  t he  bov i ne  genome  i s  made  u p  o - f  r e o e t i t i v e  
s e q u e n c e s  ( B r i t t e n  a n d  S m i t h ,  1 9 7 1 ;  M a y - f i e l d ,  e t  a l . ,  1 9 8 0 ) .  A b o u t  t w o -
t h i r d s  o f  t h e s e  r e p e a t e d  s e q u e n c e s ,  o r  2 0 %  o - f  t h e  g e n o m e ,  i s  m a d e  u p  o f  
t h e  h i g h l y  r e p e t i t i o u s  s a t e l l i t e s .  T h e  o t h e r  t h i r d ,  o r  6 - 1 0 %  o f  t h e  
g e n o m e ,  i s  c o m p o s e d  o f  t h e  s h o r t  i n t e r s p e r s e d  r e p e a t e d  s e q u e n c e s  ( M a y f i e l d  
e t  a l . ,  1980 ) ,  S i nce  t he  hyb r i d i za t i on  expe r imen t s  (Tab le  4 )  have  shown  
t h a t  a b o u t  6 %  o f  t h e  b o v i n e  g e n o m e  i s  c o m p o s e d  o f  r e p e a t e d  s e q u e n c e s  w h i c h  
c ross  hyb r i d i ze  w i t h  pPGA7 ,  and  s i nce  22  ou t  o f  26  r epe t i t i ve  sequence  
con ta i n i ng  c l ones  be long  t o  t h i s  f am i l y ,  i t  i s  un l i ke l y  t ha t  t he re  i s  any  
o t he r  ma jo r  f am i l y  o f  sho r t  i n t e r spe rsed  repea ted  sequences  i n  t he  bov i ne  
genome .  As  d i s cussed  i n  t he  i n t r oduc t i on ,  a  s i ng l e  ma jo r  sho r t  
i n t e r spe rsed  repea ted  sequence  f am i l y  has  been  documen ted  t o  occu r  i n  
seve ra l  o t he r  h i ghe r  euka ryo t i c  genomes .  
The  human  A l u  f am i l y  was  t he  f i r s t  ma jo r  c l ass  o f  sho r t  i n t e r spe rsed  
repea ted  sequences  d i s cove red .  F rom hyb r i d i za t i on  expe r imen t s ,  as  we l l  as  
DNA sequenc ing  da ta ,  t he  ma jo r  f am i l y  o f  sho r t  i n t e r spe rsed  repea ted  
sequences  i n  t he  bov i ne  genome  i s  no t  a  member  o f  t he  A l u  f am i l y .  Th i s  
does  no t  mean  t ha t  t he  f unc t i on  o f  t he  bov i ne  f am i l y  i s  d i f f e ren t  f r om  
t ha t  o f  t he  A l u  f am i1  y .  
L i ke  t he  human  A l u  f am i l y ,  t he  bov i ne  sequence  i s  p robab l y  a  d ime r  o r  
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mu l t ime r .  The  s i z i ng  expe r imen t s  (F i gu res  24  and  25 )  i nd i ca te  t ha t  t he  
bas i c  un i t  o - f  t he  r epea t  i n  bov i ne  DNA i s  abou t  120 -130  nuc l eo t i des  i n  
l eng th .  Th i s  i s  de te rm ined  by  t he  f i nd i ng  o f  an  S I  nuc l ease - res i s t an t  
f r ac t i on  i n  expe r imen t s  whe re  on l y  t r ace r  amoun t s  o f  r ad i oac t i ve  Bam H I  
i n se r t s  o f  pPGA7  and  pPGB9  a re  a l l owed  t o  se l f - hyb r i d i ze  (F i gu res  24  and  
25 ) .  I f  t he re  we re  no  i n t e rna l  homo logy  i n  t he  c l oned  DNA,  t hen ,  a t  t he  
concen t ra t i ons  o f  t r ace r  used ,  t he re  shou ld  be  no  S I - r es i s t an t  mo lecu les  
i n  hyb r i d i za t i on  expe r imen t s  con ta i n i ng  on l y  t r ace r  DNA.  These  r esu l t s -
con t r as t  w i t h  an  ave rage  l eng th  o f  350  bp  by  e1ec t r onm ic roscopy  (May f i e l d .  
e t  a l . ,  1880 )  and  300 ,  400 ,  and  600  bp  as  de te rm ined  by  S I  nuc l ease  
d i ges t i on  o f  t o t a l  ca l f  t hymus  DNA (F i gu re  23 ) .  A  d ime r i c  s t r uc tu re  i s  
f ound  i n  t he  human  and  monkey  A l u  f am i l i e s  ( Je l i nek  and  Schm id ,  1982 ;  
Schm id  and  Je l i nek ,  1982 ) .  The  A l u - l i ke  sequence  f am i l i e s  o f  t he  Ch inese  
hams te r ,  mouse  and  r a t  a re  c l ose l y  r e l a t ed  t o  t he  l e f t  ha l f  o f  t he  human  
A l u  d ime r .  
The re  has  been  specu la t i on ,  and  i ndeed  some  expe r imen ta l  ev i dence  
t ha t  t he  A l u  f am i l y  o f  sho r t  i n t e r spe rsed  repea ted  sequences  i s  an  ac t i ve ,  
o r  a t  l eas t  a  r emnan t  o f  a  t r ansposab le  e l emen t .  One  f ea tu re  o f  
t r ansposab le  e l emen ts  i s  t he  p resence  o f  sho r t  d i r ec t  r epea t s  a t  t he  3 '  
and  5 '  ends .  I n  t he  Maxam-6 i1be r t  sequence  da ta  o f  t he  0 . 25  kb  Hpa  I I -Hpa  
I I  f r agmen t  o f  pP6A7  (Tab le  5 ) ,  t he re  i s  a  sho r t  d i r ec t  r epea t  o f  t he  
sequence  AGTCT .  Th i s  sequence  i s  r epea ted  5  t imes .  The  map  pos i t i on  o f  
t h i s  f r agmen t  i s  cons i s t en t  w i t h  t he  poss i b l e  3 '  s t a r t  o f  t he  bov i ne  
r epea ted  sequence .  Even  t hough  t he  bov i ne  sequence  does  no t  seem t o  be  
c l ose l y  sequence  r e l a t ed  t o  t he  A l u  sequence ,  t he re  i s  a  sho r t  r eg i on  o f  
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homo logy  t o  a  po r t i on  o f  t he  A l u  sequence  and  monkey  spcDNA (K ro l ewsk i ,  e t  
a l . ,  1982 ) .  Th i s  i s  t he  sequence ,  AGAGAATCA,  wh i ch  i s  f ound  i n  t he  bov i ne  
c l one ,  M13mp8366  (Tab le  5 ) .  
F rom t he  bov i ne  sequence  ava i l ab l e ,  t he re  i s  no  sequence  wh i ch  
compa res  w i t h  t ha t  f ound  i n  RNA po l ymerase  t r ansc r i p t s  o f  t he  A l u  f am i l y  
i n  humans  (Duncan ,  e t  a l . ,  1981 ) ,  o r  t ha t  f ound  nea r  t he  o r i g i n  o f  
r ep l i ca t i on  o f  SV40  o r  po l yoma  v i r us  (McCu tchan ,  and  S i nge r ,  1981 ;  
De in i nge r ,  e t  a l . ,  1980 ) .  I t  i s  a l so  no t  known  whe the r  t he  bov i ne  sho r t  
i n t e r spe rsed  repea ted  sequence  i s  p resen t  as  snRNAs  hyd rogen  bonded  t o  
hnRNA,  o r  p resen t  as  a  bov i ne  7S  cy top l asm ic  RNA.  
I n  summary ,  t hese  expe r imen t s  have  shown  t ha t  t he  bov i ne  sho r t  
i n t e r spe rsed  repea ted  sequence  f am i l y  f ound  i n  c l ones  pPGA7  and  pPGB9 ;  
1 )  makes  up  abou t  6V. o f  t he  bov i ne  genome  
2 )  i n c l udes  app rox ima te l y  600 ,000  cop ies  i n  t he  bov i ne  genome  
3 )  seems  t o  have  an  i n t e rna l  r eg i on  o f  homo logy  wh i ch  sugges t s  a  
d ime r  o r  mu l t ime r  composed  o f  120 -130  bp  un i t s  
4 )  has  5  cop ies  o f  a  sho r t ,  d i r ec t  r epea ted  sequence  nea r  t he  3 '  
end  
5 )  has  no  ex tens i ve  homo logy  w i t h  t he  A l u  and  A l u - l i ke  sequence  
f am i l i e s ,  bu t  does  have  a  9  bp  sequence  homo logous  t o  a  
sequence  f ound  i n  t he  human  A l u  and  monkey  spcDNA sequences  
6 )  has  no  ex tens i ve  sequence  homo logy  w i t h  t he  bov i ne  r epea ted  
sequences  d i s cove red  by  Wa tanabe  ( e t  a l . ,  1982 ) .  
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M13mp7 ,  8 ,  o r  9  
PROTEIN 
O.P.  
VII  
LAC 
WI  
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M l 3  C l o n i n g  S i t e s  
m13hp7: 
HIncI I Hind I 
Acci AccI 
EcoRI BamHI i  Sail tPstI iSal I | BamHI EcoRI 
5'-ATGACCATGATTAC€AATTCCCCGGÂTCCGTCCÂCCTGCÂGGTCGÂCGGÂTCCGGGGAATTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCGTGACT-3' 
ATGTTGCAGCACTGA Primer 
m13mp8! 
Smal HIncII 
XmaI AccI 
EcoRI BamHI |  Sail i PstI Hindi 11 
5'-ATGCCATGATTACCAATTCCCGGGGATCCCTCGACCTGCAGCCAAGCTTGGCACTG6CCGTCGTTTTACAACGTCGTGACT-3 • 
ATGTTGCAGCACTGA Primer 
m13mp9: 
Hinci i  Smal 
AccI XmaI 
Hindi I I Pst I iSall iBamHI EcoRI 
5'-ATGACCATGATTACGCCAAGCTTGGCTGCACGTC0ACGCATCCCCCGGAATTCACTGCCCGTCGTTTTACAACGTCGTGACT-3' 
ATGTTGCAGCACTGA Primer 
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A P P E N D I X  B  
B a c t e r i a l  G r o w t h  M e d i a  a n d  P l a t e s  
L B  M e d i u m :  1 0 . 0  g r a m s  b a c t o  t r y p t o n e ,  1 0 . 0  g r a m s  N a C l .  5 . 0  g r a m s  y e a s t  
e x t r a c t / l i t e r  o - f  w a t e r .  M i x  u n t i l  d i s s o l v e d  a n d  a u t o c l a v e  t o r  3 0  
m i  n u t e s .  
L B  P l a t e s :  1 5 . 0  g r a m s  b a c t o  a g a r / 1  i t e r  o - f  L B  m e d i u m .  A u t o c l a v e  - f o r  3 0  
m i n u t e s ,  l e t  c o o l  t o  6 0 ° C ,  t h e n  p o u r  i n t o  p e t r i  p l a t e s .  Y i e l d :  3 0  
p l a t e s / l i t e r .  
L B  A m p  i c i  1 1  i n  P l a t e s :  M a k e  L B  p l a t e s  a s  a b o v e .  L e t  m e d i a  c o o l  t o  6 0 " ' C ,  
t h e n  m a k e  i t  2 0 0  u g s / m l  a m p i c i l l i n .  U s e  a n  a m p  i c i  1 1  i n  s t o c k  s o l u t i o n  
o - f  2 0  m g s / m l  i n  d i m e t h y l  s u l f o x i d e  ( D M S O )  .  
L B  T e t r a c y c l i n e  P l a t e s :  M a k e  L B  p l a t e s  a s  a b o v e .  L e t  c o o l  t o  6 0 ° C ,  t h e n  
m a k e  i t  5 0  u g s / m l  t e t r a c y c l i n e .  U s e  a  t e t r a c y c l i n e  s t o c k  s o l u t i o n  o f  
1 5  m g s / m l .  
Y T  M e d i u m :  1 0 . 0  g r a m s  b a c t o  t r y p t o n e ,  5 . 0  g r a m s  N a C l ,  5 . 0  g r a m s  y e a s t  
e x t r a c t / l i t e r  o f  w a t e r .  M i x  s o l u t i o n ,  t h e n  a u t o c l a v e  f o r  3 0  m i n u t e s .  
Y T  P l a t e s :  1 5 . 0  g r a m s  b a c t o  a g a r / 1  i t e r  o f  Y T  m e d i u m .  A u t o c l a v e  f o r  3 0  
m i n u t e s ,  l e t  c o o l  t o  6 0 ° C ,  t h e n  p o u r  p l a t e s .  Y i e l d  2 5 - 3 0  
p l a t e s / 1  i t e r .  
Y T  S o f t  A g a r :  6 . 0  g r a m s  b a c t o  a g a r / 1  i t e r  o f  Y T  m e d i u m .  A u t o c l a v e  f o r  3 0  
m i n u t e s ,  t h e n  k e e p  i n  a  4 2 ° C  w a t e r  b a t h .  
M i n i m a l  P l a t e s :  1 5 . 0  g r a m s  b a c t o  a g a r ;  1 0 . 5  g r a m s  K ^ H P O ^ ;  4 . 5  g r a m s  
K H ^ P O ^ ;  1 . 0  g r a m  < N H ^ ) 2 S 0 ^ ;  0 . 5  g r a m s  s o d i u m  c i t r a t e . H ^ O ;  0 . 2  g r a m s  
1 5 9  
M g S O g . y H g O * ;  S . O u g s  t h i a m i n e - H C l ^ ;  2 , 0  g r a m s  g l u c o s e ^ ;  p e r  l i t e r  o f  
w a t e r .  T h e  s o l u t i o n s  w i t h  a  s u p e r s c r  i p f a '  w e r e  s t e r i l i z e d  b y  
a u t o c l a v i n g  s e p a r a t e l y  a s  1 0 0 - f o l d  c o n c e n t r a t e d  s t o c k  s o l u t i o n s ,  t h e n  
a d d e d  t o  t h e  r e m a i n i n g  s t e r i l i z e d  s o l u t i o n  w h e n  i t  h a d  c o o l e d  t o  4 5 ^ C  
j u s t  p r i o r  t o  p o u r i n g  t h e  p l a t e s .  Y i e l d :  2 5 - 3 0  p l a t e s / l i t e r .  
S o l u t i o n s  a n d  B u f f e r s  
S a l i n e - E D T A :  7 0  m M  N a C l ,  3 0  m M  E D T A  ( p H 8 )  
T N K M :  0 . 0 5  M  T R I S - H C l  ( p H 6 . 7 ) ,  0 . 0 2 5  M  K C l ,  0 . 1 3  M  N a C l ,  3 . 0  m M  
T E :  1 0  m M  T R I S ,  1  m M  E D T A  ( p H S ) .  
K P B :  e q u a l  m o l a r  a m o u n t s  o f  m o n o b a s i c  a n d  d i b a s i c  p o t a s s i u m  p h o s p h a t e  
B P B  D y e  M i x ;  0 . 1 %  b r o m o p h e n o l  b l u e ,  1 0 %  f i c o l l ,  5 0 %  g l y c e r o l  i n  w a t e r ,  
I x  T B E :  8 9  m M  T R I S ,  8 9  m M  b o r i c  a c i d ,  3  m M  E D T A  ( p H 7 . 6 ) .  
I x  T N E :  1 5 0  m M  N a C l ,  5 0  m M  T R I S - H C l  ( p H 7 . 5 ) ,  1  m M  E D T A .  
1 X  S S C :  0 . 1 5  M  N a C l ,  0 . 0 1 5  M  s o d i u m  c i t r a t e .  
I x  D e n h a r d t s ;  0 . 0 2 % < w / v )  f i c o l l  < M W  4 0 0 , 0 0 0 ) ;  0 . 0 2 % ( w / v )  
p o l  y y  i  n y  1  p y r o l  1  i  d o n e  < M I J  3 6 0 , 0 0 0 ) ;  0 . 2 % ( w / v )  B S A :  d i s s o l v e d  i n  3 x  
S S C .  
S p e r m i n e  W a s h :  0 . 3  M  s o d i u m  a c e t a t e ,  0 . 1  M  m a g n e s i u m  a c e t a t e ,  i n  7 5 %  
e t h a n o l  .  
A c c  I ;  6  m M  T R I S - H C l  ( p H 7 . 5 ) ,  6  m M  N a C l ,  6  m M  M g C l ^ ,  1 0 0  u g s / m l  B S A ,  6 m M  
2 - m e r c a p t o e t h a n o l .  
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A l u  I :  6  m M  T R I S - H C l  < p H 7 . 6 ) ,  5 0  m M  N a C l ,  6  m M  M g C l , ,  6  m M  2 -
m e r c a p t o e t h a n o l .  
B a m  H I :  2 0  m M  T R I S - H C l  < p H 7 ) ,  1 0 0  m M  N a C I ,  7  m M  M g C l ^ ,  2  m M  2 -
m e r c a p t o e t h a n o l .  
H a e  1 1 1  :  5 0  m M  T R I S - H C l  ( p H 7 . 5 ) ,  5  m M  M g C I ^ ,  0 . 5  m M  d i t h  i o t h r e  i t o i .  
H i  n e  I I :  1 0  m M  T R I S - H C l  ( p H 7 . 9 ) ,  6 0  m M  N a C l ,  7  m M  M g C l . , ,  1  m M  
d i t h i o t h r e i t o i  .  
H p a  1 1  :  2 0  m M  T R I S - H C l  ( p H 7 . 4 ) ,  7  m M  M g C l ^ ,  1  m M  d i t h i o t h r e i t o i .  
M i n e  I I - E c o  R I  d o u b l e  d i g e s t :  H i n c  I I  b u f f e r .  
B a m  H I - H i n d  I I I  d o u b l e  d i g e s t ;  B a m  H I  b u f f e r .  
L o w  B u f f e r :  1 0  m M  T R I S - H C l  ( p H 7 . 4 ) ,  1 0  m M M g S O ^ ,  1  m M  d i t h i o t h r e i t o i  .  
M e d i u m  B u f f e r :  5 0  m M  N a C l ,  1 0  m M  T R I S - H C l  ( p H 7 . 4 ) ,  1 0  m M  M g S O ^ ,  1  m M  
d i t h i  o t h r e  i  t o i .  
H i g h  B u f f e r :  1 0 0  m M  N a C l ,  5 0  m M  T R I S - H C l  ( p H 7 . 4 ) ,  1 0  m M  M g S O ^ .  
1 X  N i c k  T r a n s l a t i o n  B u f f e r :  5 0  m M  T R I S - H C l  ( p H 7 . 5 ) ,  5  m M  M g C l ^ ,  1  m M  2 -
m e r c a p t o e t h a n o l .  
1 X  S I  N u c l e a s e  A s s a y  B u f f e r :  3 0  m M  s o d i u m  a c e t a t e  ( p H 4 . 6 ) ,  5 0  m M  N a C l ,  
1  m M  Z n S O g ,  5 %  g l y c e r o l .  
Buiiacs and auciaaiidas jar DWÉ saguaDcing 
H i n  B u f f e r :  7 0  m M  T R I S - H C l  ( p H 7 . 5 ) ,  7 0  m M  M g C l ^ ,  5 0 0  m M  N a C l .  
d G T P :  0 . 5  m M ;  d i l u t e  1 0  m M  d G T P  s t o c k  s o l u t i o n  1 : 2 0  w i t h  w a t e r .  
d A T P :  0 . 5  m M ;  d i l u t e  1 0  m M  d A T P  s t o c k  s o l u t i o n  1 : 2 0  w i t h  w a t e r .  
d T T P ;  0 . 5  m M ;  d i l u t e  1 0  m M  d T T P  s t o c k  s o l u t i o n  1 : 2 0  w i t h  w a t e r .  
d C T P :  0 . 5  m M ;  d i l u t e  1 0  m M  d C T P  s t o c k  s o l u t i o n  1 : 2 0  w i t h  w a t e r .  
G " :  2 0  u l s  d T T P ,  2 0  u l s  d C T P ,  1  u l  d G T P ,  2 0  u l s  H i n  b u f f e r .  
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A " :  2 0  u l s  d T T P ,  2 0  u l s  d C T P ,  2 0  u 1  s  d G T P ,  2 0  u l s  H i n  b u f f e r .  
T " :  1  u l  d T T P ,  2 0  u l s  d C T P ,  2 0  u l s  d G T P ,  2 0  u l s  H i n  b u f f e r .  
C :  2 0  u l s  d T T P ,  1  u l  d C T P ,  2 0  u l s  d G T P ,  2 0  u l s  H i n  b u f f e r .  
d d G :  0 . 5  m M ;  d i l u t e  1 0  m M  d d G T P  s t o c k  s o l u t i o n  1 : 2 0  w i t h  w a t e r .  
d d A :  0 . 2 5  m M ;  d i l u t e  1 0  m M  d d A T P  s t o c k  s o l u t i o n  1 : 4 0  w i t h  w a t e r .  
d d T :  1  m M ;  d i l u t e  1 0  m M  d d T T P  s t o c k  s o l u t i o n  1 : 1 0  w i t h  w a t e r .  
d d C :  0 . 2 5  m M ;  d i l u t e  1 0  m M  d d C T P  s t o c k  s o l u t i o n  1 : 4 0  w i t h  w a t e r .  
MAKE FRESH NUCLEOTIDE SOLUTIONS EVERY TWO WEEKS 
F o r m a m i d e - d y e  M i x :  0 . 1 % ( w / v )  x y l e n e  c y a n o l  F F ,  1 0  m M  s o d i u m  E D T A ,  
0 . 1 % ( w / v )  b r o m o p h e n o l  b l u e ,  d i s s o l v e d  i n  f o r m a m i d e .  T h i s  w a s  m a d e  
2 0  m M  N a O H  j u s t  p r i o r  t o  u s e .  
Buil&cs and soluiians ion Maxam=Gllbec.i DMA sequencing 
X H  B u f f e r :  1 0  m M  T R I S - H C l  < p H 7 . 4 ) ,  1 5 0  m M  N a C l ,  6 m M  M g C l ^ ,  6 m M  2 -
m e r c a p t o e t h a n o l ,  1 0 0  u g s / m l  a u t o c l a v e d  g e l a t i n .  
L  B u f f e r :  1 0  m M  T R I S - H C l  ( p H 7 . 4 ) ,  1 0  m M  N a C l ,  6 m M  M g C l ^ ,  6 m M  2 -
m e r c a p t o e t h a n o l  ,  1 0 0  u g s / m l  a u t o c l a v e d  g e l a t i n .  
A  M i x :  1 . 2  N  N a O H ,  1  m M  E D T A  ( a c i d  f o r m ) .  
C  M i x :  3 . 7 5  M  N a C l ,  2 0  u g s / m l  s h e a r e d ,  b o i l e d  s a l m o n  s p e r m  D N A .  
T  M i x :  2 0  u g s / m l  s h e a r e d ,  b o i l e d  s a l m o n  s p e r m  D N A .  
G  M i x :  5 0  m M  s o d i u m  c a c o d y l a t e  ( p H 8 ) ,  1 0  m M  M g C l _ ,  1  m M  E D T A ,  5  u g s / m l  
s o n i c a t e d ,  b o i l e d  s a l m o n  s p e r m  D N A .  
A  S t o p :  1  M  a c e t i c  a c i d .  
C T  S t o p :  0 . 3  M  s o d i u m  a c e t a t e  ( p H 7 ) ,  0 . 1  m M  E D T A ,  2 5  u g s / m l  t R N A .  
G  S t o p :  1 . 5  M  s o d i u m  a c e t a t e  ( p H 7 ) ,  1 0 0  u g s / m l  t R N A  
M G  D y e  M i x :  1 5  u l s  o f  5  m M  E D T A ,  7 . 5  u l s  o f  1  N  N a O H ,  7 5  u l s  o f  0 . 5 ' - ;  
x y l e n e  c y a n o l  i n  1 0  M  u r e a ,  5 2 . 5  u l s  w a t e r .  
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S o u t h e r n  T r a n s f e r  
^ Plil® wijh BncK 
^Statk oil Paoer Tow«is 
20 % SSC 
1 6 4  
H y d r o x y ] a p a t i t e  C o l u m n s  
iO Guaga N««dtft' 
8 "  
§  §  §  §  §  
§  §  © -  §  §  
§ § § , § § §  
H-1V—I—1V4 —1 
Î .  
è 
± 
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H o r i z o n t a l  E l e c t r o p h o r e s i s  A p p a r a t u s  
- 14-
16' 
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D N A  S e q u e n c i n g  A p p a r a t u s  
H  5  
16? 
A P P E N D I X  D  
T h e r m a l  D e n a t u r a t i o n  o f  D M A s  u s i n g  t h e  S I  N u c l e a s e  B u f f e r  
A l l  D N A s  h a v e  c h a r a c t e r i s t i c  m e l t i n g  t a m p e r a t u r e s ,  T m ,  w h i c h  i n  
v a r i o u s  n e u t r a l  s a l t s  ( M a r m u r  a n d  D o t y ,  1 9 6 2 )  a r e  r e l a t e d  t o  t h e  p e r c e n t  
G - C  c o n t e n t .  T h e  g r e a t e r  t h e  G - C  c o n t e n t ,  t h e  h i g h e r  t h e  T m .  S i n c e  t h e  
_=i 
S I  n u c l e a s e  a s s a y  b u f f e r  i s  0 . 0 1  M  a c e t a t e  ( p H 4 . 6 )  a n d  5 x 1 0  "  M  Z n S O ^ ^ ,  i t  
' . " a s  d e c i d e d  t o  d e t e r m i n e  w h e t h e r  o r  n o t  t h e  s a m e  g e n e r a l  r e l a t i o n s h i p  
b e t w e e n  G - C  c o n t e n t  a n d  T m  h e l d  f o r  t h i s  b u f f e r .  
T o  c a r r y  o u t  t h e s e  t e s t s ,  a  c i r c u l a t i n g  w a t e r  b a t h  w a s  c o n n e c t e d  t o  
a  J a c k e t e d  f o u r  p o s i t i o n  c e l l  h o l d e r  i n  a  B e c k m a n  s p e c t r o p h o t o m e t e r .  T h e  
t e m p e r a t u r e s  o f  t h e  c o n t r o l  a n d  D N A - c o n t a i n i n g  c u v e t t e s  w e r e  r a i s e d  1 ° C  
e v e r y  3  m i n u t e s .  A  t h e r m o c o u p l e  w a s  u s e d  t o  m e a s u r e  t h e  t e m p e r a t u r e  
i n s i d e  t h e  c o n t r o l  c u v e t t e .  D e p e n d i n g  u p o n  t h e  e x p e r i m e n t ,  t h e  c o n t r o l  
cuve t te  con ta ined  e i ther  0 .01  M ace ta te  (pH4.6)  o r  0 .01  M ace ta te  (pH4 .6 )  
- 5  p l u s  5 x 1 0  M  Z n S O ^ .  T h e  t e m p e r a t u r e  a n d  a b s o r b a n c e  a t  2 6 0 n m  f o r  u p  t o  
t h r e e  D N A  s a m p l e s  w e r e  r e c o r d e d  s i m u l t a n e o u s l y  f r o m  4 0 ° C  t o  ? 5 ° C .  
- 5  F i g u r e  3 5  s h o w s  t h a t  5 x 1 0  M  Z n S O ^  r a i s e s  t h e  T m  o f  t h e  c a l f  t h y m u s  
D N A  b y  a b o u t  1 0 ° C  i n  0 . 0 1  M  a c e t a t e  a t  p H 4 . 6 .  T o  d e t e r m i n e  i f  z i n c  
a f f e c t e d  t h e  g e n e r a l  r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  p e r c e n t  G - C  a n d  T m ,  t h r e e  D N A s  
o f  d i f f e r i n g  G - C  c o n t e n t  w e r e  s i m u l t a n e o u s l y  h e a t - d e n a t u r e d  i n  t h e  
s p e c t r o p h o t o m e t e r .  T h e  t h r e e  D N A s  u s e d  w e r e  f r o m  C l o s i c l d l m n  p a c f c i a a a n s  
( 3 1 %  G - C ) ,  c o l l  ( 5 0 %  G - C ) ,  a n d  c a l f  t h y m u s  ( 4 3 %  G - C )  ( S o r b e r ,  1 9 6 8 ) .  
F i g u r e  3 6  i s  a  g r a p h  o f  t h e  t e m p e r a t u r e  v e r s u s  t h e  T m  f o r  t h e s e  D N A s .  
T h i s  s h o w s  t h a t  t h e  r e l a t i o n s h i p  o f  G - C  c o n t e n t  t o  T m  f o r  t h e s e  D N A s  i n  
F I G U R E  3 5 :  T h e r m a l  d e n a t u r a t i o n  
T h e r m a l  d e n a t u r a t i o n  o f  c a l f  t h y m u s  D N A  i n  0 . 0 1  M  s o d i u m  a c e t a t e  
- S  ( p H 4 . 6 )  ( . ) ,  a n d  i n  0 . 0 1  I M  s o d i u m  a c e t a t e  ( p H 4 . 6 )  p l u s  5 x 1 0  "  M  Z n S O ^  
(X). 
ABSORBANCE (A j^Q)  
CO 
C h  
F I G U R E  3 6 :  P l o t  o f  T m  v s  G - C  c o n t e n t  o f  t h r e e  D N A s  
P l o t  o f  t h e  T m  f o r  t h e  t h r e e  D N A s  i n  t h e  g r a p h  v e r s u s  t h e  p e r c e n t  
G - C  c o n t e n t  o f  t h r e e  D N A s  i n  0 . 0 1  M  s o d i u m  a c e t a t e  ( p H 4 . 6 )  p l u s  5 x 1 0  ^  M  
Z n S O q .  ( * )  U l i a s i r i x l i u i n  D N A  ( 3 1 %  G - C ) ;  ( o ) ,  c a l f  t h y m u s  D N A  
< 4 3 %  G - C ) ;  ( x ) ,  E .  C o li  D N A  ( 5 0 %  G - C ) .  
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t h e  p r e s e n c e  o f  Z n * *  i o n s  a t  p H 4 . 6  i s  s i m i l a r  t o  t h a t  o b s e r v e d  a t  n e u t r a l  
p H  i n  t h e  a b s e n c e  o f  Z n * *  i o n s .  
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B I B L I O G R A P H Y  
A d a m s ,  J .  W . ,  R .  E .  K a u f m a n ,  P .  J .  K r e t s c h m e r ,  M .  H a r r i s o n ,  a n d  
A .  W .  N e i n h u i s .  1 9 8 0 .  A  f a m i l y  o f  l o n g  r e i t e r a t e d  D N A  s e q u e n c e s ,  
o n e  c o p y  o f  w h i c h  i s  n e x t  t o  t h e  h u m a n  b e t a  q l o b i n  g e n e .  N u c l e i c  
A c i d s  R e s .  8 : 6 1 1 3 - 6 1 2 8 .  
A r r i g h i ,  F r a n c e s  E . ,  M a n l e y  M a n d e l ,  J a n e t  B e r g e n d a h l ,  a n d  T .  C .  H s u ,  
1 9 7 0 .  B u o y a n t  d e n s i t i e s  o f  D N A  o f  m a m m a l s .  B i o c h e m .  G e n .  4 : 3 6 7 - 3 7 4 .  
B a l m a i n ,  A l a n ,  R o b e r t  K r o m i a u f ,  J ,  K e i t h  V a s s ,  a n d  G e o r g e  D .  B i r n i e .  
1 9 8 2 .  C l o n i n g  a n d  c h a r a c t e r i s a t i o n  o f  t h e  a b u n d a n t  c y t o p l a s m i c  7 S  
R N A  f r o m  m o u s e  c e l l s .  N u c l e i c  A c i d s  R e s .  1 0 : 4 2 5 9 - 4 2 7 7 .  
B e t h e s d a  R e s e a r c h  L a b o r a t o r i e s .  1 9 8 0 .  I n s t r u c t i o n  m a n u a l ,  M l 3  
c 1  o n i n g / ' d i d e o x y '  s e q u e n c i n g .  B R L  I n c .  ( B e t h e s d a  R e s e a r c h  
L a b o r a t o r i e s ) ,  G a i t h e r s b u r g ,  M a r y l a n d .  4 9 p p .  
B i r n b o i m ,  H .  C .  a n d  J .  D o l y .  1 9 7 9 .  A  r a p i d  a l k a l i n e  e x t r a c t i o n  p r o c e d u r e  
f o r  s c r e e n i n g  r e c o m b i n a n t  p l a s m i d  D N A .  N u c l e i c  A c i d s  R e s .  7 : 1 5 1 3 -
1 5 2 3 .  
B o l i v a r ,  F r a n c i s c o ,  R a y m o n d  R o d r i g u e z ,  M a r y  C .  B e t l a c h ,  a n d  H e r b e r t  W .  
B o y e r .  1 9 7 7 a .  C o n s t r u c t i o n  a n d  c h a r a c t e r i z a t i o n  o f  n e w  c l o n i n g  
v e h i c l e s :  I  a m p i c i l l i n - r e s i s t a n t  d e r i v a t i v e s  o f  t h e  p l a s m i d  p M B 9 .  
G e n e  2 : 7 5 - 9 3 .  
B o l i v a r ,  F r a n c i s c o ,  R a y m o n d  L .  R o d r i g u e z ,  P a t r i c i a  J .  G r e e n e ,  M a r y  C .  
B e t l a c h ,  H e r b e r t  L .  H e y n e k e r ,  H e r b e r t  U ) .  B o y e r ,  J o r g e  H .  C r o s a ,  a n d  
S t a n l e y  F a l k o w .  1 9 7 7 b .  C o n s t r u c t i o n  a n d  c h a r a c t e r i z a t i o n  o f  n e w  
c l o n i n g  v e h i c l e s :  I I  a  m u l t i p u r p o s e  c l o n i n g  s y s t e m .  G e n e  2 : 9 5 - 1 1 3 .  
B r i t t e n ,  R o y  J .  1 9 7 1 .  O b s e r v e d  p r o p e r t i e s  o f  r e p e a t e d  D N A  s e q u e n c e s ,  
C a r n e g i e  I n s t ,  o f  W a s h .  Y e a r  B o o k  6 8 : 3 7 6 - 3 7 8 .  
B r i t t e n ,  R .  J . ,  a n d  E .  H .  D a v i d s o n .  1 9 6 9 .  G e n e  r e g u l a t i o n  f o r  h i g h e r  
c e l l s :  a  t h e o r y .  S c i e n c e  1 6 5 : 5 2 9 - 5 4 0 .  
B r i t t e n ,  R o y  J . ,  a n d  E r i c  H .  D a v i d s o n .  1 9 7 1 .  R e p e t i t i v e  a n d  n o n -
r e p e t i t i v e  D N A  s e q u e n c e s  a n d  a  s p e c u l a t i o n  o n  t h e  o r i g i n s  o f  t h e  
e v o l u t i o n a r y  n o v e l t y .  Q .  R e v .  B i o l .  4 6 : 1 1 1 - 1 3 3 .  
B r i t t e n ,  R o y  J . ,  D a l e  E .  G r a h a m ,  a n d  B e r n e y  R .  N e u f e l d .  1 9 7 4 .  A n a l y s i s  o f  
r e p e a t i n g  D N A  s e q u e n c e s  b y  r e a s s o c i a t i o n .  A r t i c l e  2 9  i n  L a w r e n c e  
G r o s s m a n  a n d  K i v i e  M o l d a v e  e d s .  M e t h o d s  i n  e n z y m o l o g y .  P a r t  E .  
N u c l e i c  a c i d s  a n d  p r o t e i n  s y n t h e s i s .  A c a d e m i c  P r e s s ,  N e w  Y o r k .  
1 7 4  
B r i t t e n ,  R o y  J . ,  D a l e  E .  G r a h a m ,  F r a n c i n e  C .  E d e n ,  D e n i s e  M .  P a i n c h a u d ,  
a n d  E r i c  H .  D a v i d s o n .  1 9 7 6 .  E v o l u t i o n a r y  d i v e r g e n c e  a n d  l e n g t h  o - f  
r e p e t i t i v e  s e q u e n c e s  i n  s e a  u r c h i n  D N A .  J .  M o l .  B i o l .  9 : 1 - 2 3 .  
B r i t t e n ,  R .  J .  a n d  D .  E .  K o h n e .  1 9 6 8 .  R e p e a t e d  s e q u e n c e s  i n  D N A .  
S c i e n c e  1 6 1 : 5 2 9 - 5 4 0 .  
B r i t t e n ,  R o y  J .  a n d  D a v i d  E .  K o h n e .  1 9 7 0 .  R e p e a t e d  s e g m e n t s  o f  D N A .  
S c i e n t i f i c  A m e r i c a n  2 2 2 : 2 4 - 3 1 .  ( o f f p r i n t  # 1 1 7 3 ) .  
B r i t t e n ,  R .  J .  a n d  J e a n  S m i t h .  1 9 7 1 .  A  b o v i n e  g e n o m e .  C a r n e g i e  I n s t ,  o f  
W a s h .  Y e a r  B o o k  6 8 : 3 7 8 - 3 8 6 .  
C a l a b r e t t a ,  B r u n o ,  D o n a l d  L .  R o b b e r s o n ,  A b b y  L .  M a i z e l ,  a n d  G r a d y  F .  
S a n d e r s .  1 9 8 1 .  m R N A  i n  h u m a n  c e l l s  c o n t a i n s  s e q u e n c e s  c o m p l i m e n t a r y  
t o  t h e  A l u  f a m i l y  o f  r e p e a t e d  D N A .  P r o c .  N a t l .  A c a d .  S c i .  ( U S A )  
7 8 : 6 0 0 3 - 6 0 0 7 .  
C a l a b r e t t a ,  B r u n o ,  D o n a l d  L .  R o b b e r s o n ,  H u g o  A .  B a r r e r a - S a l d a n a ,  T h y m i o e  
P .  L a m b r o u ,  a n d  G r a d y  F .  S a n d e r s .  1 9 8 2 .  G e n o m e  i n s t a b i l i t y  i n  a  
r e g i o n  o f  h u m a n  D N A  e n r i c h e d  i n  A i i i  r e p e a t  s e q u e n c e s .  N a t u r e  
2 9 6 : 2 1 9 - 2 2 5 .  
C a m e r o n ,  J o h n  R . ,  E l w y n  Y .  L o h ,  a n d  R o n a l d  W .  D a v i s .  1 9 7 9 .  E v i d e n c e  f o r  
t r a n s p o s i t i o n  o f  d i s p e r s e d  r e p e t i t i v e  D N A  f a m i l i e s  i n  y e a s t .  C e l l  
1 6 : 7 3 9 - 7 5 1 .  
C l e w e l l ,  D o n  B .  1 9 7 2 ,  N a t u r e  o f  C o l E j  p l a s m i d  r e p l i c a t i o n  i n  
£ s £ l j £ r i £ l ) i j i  r i x l i  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  c h l o r a m p h e n i c o l .  J .  B a c t e r i o l .  
1 1 0 : 6 6 7 - 6 7 6 .  
C l e w e l l ,  D o n  B .  a n d  D o n a l d  R .  H e l i n s k i .  1 9 7 0 .  P r o p e r t i e s  o f  a  
s u p e r c o i l e d  d e o x y r i b o n u c l e i c  a c i d - p r o t e i n  c o m p l e x  a n d  s t r a n d  
s p e c i f i c i t y  o f  t h e  r e l a x a t i o n  e v e n t .  B i o c h e m i s t r y  9 : 4 4 2 8 - 4 4 4 0 .  
C o h e n ,  S t a n l e y  N . ,  A n n i e  C .  Y .  C h a n g ,  a n d  L e s l i e  H s u .  1 9 6 9 .  
N o n c h r o m o s o m a l  a n t i b i o t i c  r e s i s t a n c e  i n  b a c t e r i a ;  g e n e t i c  
t r a n s f o r m a t i o n  o f  E s c h a c i c h i a  c o l l  b y  R - f a c t o r  D N A .  P r o c .  N a t l .  
A c a d .  S c i .  ( U S A )  6 9 : 2 1 1 0 - 2 1 1 4 .  
D a v i d s o n ,  E r i c  H .  a n d  R o y  J .  B r i t t e n .  1 9 7 9 .  R e g u l a t i o n  o f  g e n e  
e x p r e s s i o n :  p o s s i b l e  r o l e  o f  r e p e t i t i v e  s e q u e n c e s .  S c i e n c e  2 0 4 : 1 0 5 2 -
1 0 5 9 .  
D a v i d s o n ,  E r i c  H . ,  B a r b a r a  R .  H o u g h ,  C h r i s t o p h e r  S .  A m e n s o n ,  a n d  R o y  J .  
B r i t t e n .  1 9 7 3 .  G e n e r a l  i n t e r s p e r s i o n  o f  r e p e t i t i v e  w i t h  n o n -
r e p e t i t i v e  s e q u e n c e  e l e m e n t s  i n  t h e  D N A  o f  J .  M o l .  B i o l .  
7 7 : 1 - 2 3 .  
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D a v i d s o n ,  E r i c  H . ,  6 1  e n  A ,  G a i  a u ,  R o b e r t  C .  A n g e r e r ,  a n d  R o y  J ,  B r i t t e n .  
1 9 7 5 .  C o m p a r a t i v e  a s p e c t s  o f  D N A  o r g a n i z a t i o n  i n  M e t a z o a .  
C h r o m o s o m a  < B e r l . )  5 1 : 2 5 3 - 2 5 9 .  
D e i n i n g e r ,  P r e s c o t t  L .  a n d  C a r i  W .  S c h m i d .  1 9 7 6 .  A n  e l e c t r o n  m i c r o s c o p e  
s t u d y  o f  t h e  D N A  s e q u e n c e  o r g a n i z a t i o n  o f  t h e  h u m a n  g e n o m e .  J .  M o l .  
B i o l  .  1 0 ( 5 : 7 7 3 - 7 9 0  .  
D e i n i n g e r ,  P r e s c o t t  L .  a n d  C a r l  W .  S c h m i d .  1 9 7 9 .  A  s t u d y  o f  t h e  
e v o l u t i o n  o f  r e p e a t e d  D N A  s e q u e n c e s  i n  p r i m a t e s  a n d  t h e  e x i s t e n c e  o +  
a  n e w  c l a s s  o f  r e p e t i t i v e  s e q u e n c e s  i n  p r i m a t e s .  J .  M o l .  B i o l .  
1 2 7 : 4 3 7 - 4 6 0 .  
D e i n i n g e r ,  P r e s c o t t  L . ,  A b b y  E s t y ,  P a t r i c i a  L a P o r t e ,  H i n g g e  H s u ,  a n d  
T h e o d o r e  F r i e d m a n n .  1 9 8 0 .  T h e  n u c l e o t i d e  s e q u e n c e  a n d  r e s t r i c t i o n  
e n z y m e  s i t e s  o f  t h e  p o l y o m a  g e n o m e .  N u c l e i c  A c i d s  R e s .  8 : 8 5 5 - 8 6 0 .  
D e i n i n g e r ,  P r e s c o t t  L . ,  D o u g l a s  J .  J o l l y ,  C a r o l  M .  R u b i n ,  T h e o d o r e  
F r i e d m a n n ,  a n d  C a r l  W .  S c h m i d .  1 9 8 1 .  B a s e  s e q u e n c e  s t u d i e s  o f  3 0 0  
n u c l e o t i d e  r e n a t u r e d  r e p e a t e d  h u m a n  D N A  c l o n e s .  J .  M o l .  B i o l .  
1 5 1 : 1 7 - 3 3 .  
D o o l i t t l e ,  W .  F o r d  a n d  C a r m e n  S a p i e n z a .  1 9 8 0 .  S e l f i s h  g e n e s ,  t h e  
p h e n o t y p e  p a r a d i g m  a n d  g e n o m e  e v o l u t i o n .  N a t u r e  2 8 4 : 6 0 1 - 6 0 3 .  
D u n c a n ,  C r a i g ,  H . ,  P u n d u r  J a g a d e e s w a r a n ,  R i c h a r d  R .  C .  W a n g ,  a n d  S h e r m a n  
M .  W e i s s m a n .  1 9 8 1 .  S t r u c t u r a l  a n a l y s i s  o f  t e m p l a t e s  a n d  R N A  
p o l y m e r a s e  I I I  t r a n s c r i p t s  o f  A l u  f a m i l y  s e q u e n c e s  i n t e r s p e r s e d  a m o n g  
t h e  h u m a n  B - l i k e  g l o b i n  g e n e s .  G e n e  1 3 : 1 8 5 - 1 9 6 .  
F l a m m ,  W .  G . ,  P .  M .  B .  W a l k e r ,  a n d  M o r a  M c C a l l u m .  1 9 6 9 .  S o m e  p r o p e r t i e s  
o f  t h e  s i n g l e  s t r a n d s  i s o l a t e d  f r o m  t h e  D N A  o f  t h e  n u c l e a r  s a t e l l i t e  
o f  t h e  m o u s e  < M u 5  m u s r u l i i s ) .  J .  M o l .  B i o l .  4 0 : 4 2 3 - 4 4 3 .  
F l a v e l l ,  A n d r e w  J .  a n d  D a v i d  I s h - H o r o w i c z .  1 9 8 1 .  E x t r a c h r o m o s o m a l  c o p i e s  
o f  t h e  e u k a r y o t i c  t r a n s p o s a b l e  e l e m e n t  c o p i a  i n  D n o s o p h i i a  c e l l s .  
N a t u r e  2 9 2 : 5 9 1 - 5 9 5 .  
G r i m a i d i ,  G i o v a n n a ,  C a r y  Q u e e n ,  a n d  M a x i n e  F .  S i n g e r .  1 9 8 1 .  
I n t e r s p e r s e d  r e p e a t e d  s e q u e n c e s  i n  t h e  A f r i c a n  g r e e n  m o n k e y  g e n o m e  
t h a t  a r e  h o m o l o g o u s  t o  t h e  h u m a n  a l u  f a m i l y .  N u c l e i c  A c i d s  R e s .  
9 : 5 5 5 3 - 5 5 6 8 .  
G r o n e n b o r n ,  B r u n o ,  a n d  J o a c h i m  M e s s i n g .  1 9 7 7 .  F i l a m e n t o u s  c o l i p h a g e  M l 3  
as a cloning vehicle: insertion of a Hind II fragment of the lac 
r e g u l a t o r y  r e g i o n  i n  M 1 3  r e p l i  c a t i v e  f o r m  in uiico. P r o c .  N a t l .  
A c a d .  S c  i .  ( U S A )  7 4 : 3 6 4 2 .  
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G r o n e n b o r n ,  B r u n o ,  a n d  J o a c h i m  M e s s i n g .  1 9 7 8 .  M e t h y l  a t  i o n  o t  s i n g l e -
s t r a n d e d  D N A  X Q  u i i n Q  i n t r o d u c e s  n e w  r e s t r i c t i o n  e n d o n u c l e a s e  
c l e a v a g e  s i t e s .  N a t u r e  2 7 2 : 3 7 5 - 3 7 7 .  
G r o s s m a n ,  L a w r e n c e  a n d  K i v i e  M o l d a v e  e d s .  1 9 8 0 .  M e t h o d s  i n  e n z y m o l o g y .  
Vo lume  65 .  Nuc le i c  ac ids .  Pa r t  I .  Academic  P ress ,  New Yo rk .  9 6 8 p D .  
H a r a d a ,  F u m i o  a n d  N o b y y u k i  K a t o .  1 9 8 0 .  N u c l e o t i d e  s e q u e n c e s  o - f  t h e  4 S  
R N A s  a s s o c i a t e d  w i t h  p o l  y ( A ) - c o n t a i  n  i  n g  R N A s  o - f  m o u s e  a n d  h a m s t e r  
c e l l s .  N u c l e i c  A c i d s  R e s .  8 : 1 2 7 3 - 1 2 8 5 .  
H a y n e s ,  S u s a n  R .  a n d  W a r r e n  R .  J e l i n e k .  1 9 8 1 .  L o w  m o l e c u l a r  w e i g h t  R N A s  
t r a n s c r i b e d  I n  u i i r a  b y  R N A  p o l y m e r a s e  I I I  - f r o m  A l i i - t y p e  d i s p e r s e d  
r e p e a t s  i n  C h i n e s e  h a m s t e r  D N A  a r e  a l s o  - f o u n d  i n  u i u a .  P r o c .  N a t l .  
A c a d .  S c i .  ( U S A )  7 8 : 6 1 3 0 - 6 1 3 4 .  
H a y n e s ,  S u s a n  R . ,  T h o m a s  P .  T o o m e y ,  L e s l i e  L e i n w a n d ,  a n d  W a r r e n  R .  
J e l i n e k .  1 9 8 1 .  T h e  C h i n e s e  h a m s t e r  a l u - e q u i v a l e n t  s e q u e n c e :  a  
c o n s e r v e d ,  h i g h l y  r e p e t i t i o u s ,  i n t e r s p e r s e d  d e o x y r i b o n u c l e i c  a c i d  
s e q u e n c e  i n  m a m m a l s  h a s  a  s t r u c t u r e  s u g g e s t i v e  o - f  a  t r a n s p o s a b l e  
e l e m e n t .  M o l .  C e l l .  B i o l .  1 : 5 7 3 - 5 8 3 .  
H o u c k ,  C a t h e r i n e  M . ,  F r a n k  P .  R i n e h a r t ,  a n d  C a r l  W .  S c h m i d .  1 9 7 8 .  
F r a c t i o n a t i o n  o f  r e n a t u r e d  r e p e t i t i v e  h u m a n  D N A  a c c o r d i n g  t o  t h e r m a l  
s t a b i l i t y ,  s e q u e n c e  l e n g t h ,  a n d  r e n a t u r a t i o n  r a t e .  B i o c h i m .  B i o p h v ? .  
A c t a  5 1 8 : 3 7 - 5 2 .  
H o u c k ,  C a t h e r i n e  M . ,  F r a n k  P .  R i n e h a r t ,  a n d  C a r l  W .  S c h m i d .  1 9 7 9 .  A  
u b i q u i t o u s  - f a m i l y  o - f  r e p e a t e d  D N A  s e q u e n c e s  i n  t h e  h u m a n  g e n o m e .  J .  
M o l .  B i o l .  1 3 2 : 2 8 9 - 3 0 6 .  
H o y e r ,  B .  H . ,  B .  J .  M c C a r t h y ,  a n d  E .  T .  B o l t o n .  1 9 6 4 .  A  m o l e c u l a r  
a p p r o a c h  t o  t h e  s y s t e m a t i c s  o - f  h i g h e r  o r g a n i s m s .  S c i e n c e  1 4 4 ; 9 5 9 -
9 6 7 .  
J a c o b s e n ,  H . ,  H .  K l e n o w ,  a n d  K .  O v a r g a a r d - H a n s e n .  1 9 7 4 .  T h e  N - t e r m i n a l  
a m i n o  a c i d  s e q u e n c e s  o - f  D N A  p o l y m e r a s e  I  - f r o m  E s c b & c l c b l a  c o l l  a n d  o - f  
t h e  l a r g e  a n d  s m a l l  - f r a g m e n t s  o b t a i n e d  b y  a  l i m i t e d  p r o t e o l y s i s .  
E u r .  J .  B i o c h e m .  4 5 : 6 2 3 .  
J e l i n e k ,  W a r r e n  R .  a n d  C a r l  W .  S c h m i d .  1 9 8 2 .  R e p e t i t i v e  s e q u e n c e s  i n  
e u k a r y o t i c  D N A  a n d  t h e i r  e x p r e s s i o n .  A n n .  R e v .  B i o c h e m .  5 1 : 8 1 3 - 8 4 4 .  
J e l i n e k ,  W a r r e n  R . ,  T h o m a s  P .  T o o m e y ,  L e s l i e  L e i n w a n d ,  C r a i g  H .  D u n c a n .  
P a u l  A .  B i r o ,  P r a b h a k r a r  V .  C h o u d a r y ,  S h e r m a n  M .  W e i s s m a n ,  C a r o l  M .  
R u b i n ,  C a t h e r i n e  M .  H o u c k ,  P r e s c o t t  L .  D e i n i n g e r ,  a n d  C a r l  W .  S c h m i d .  
1 9 8 0 .  U b i q u i t o u s ,  i n t e r s p e r s e d  r e p e a t e d  s e q u e n c e s  i n  m a m m a l i a n  
g e n o m e s .  P r o c .  N a t l .  A c a d .  S c i .  ( U S A )  7 7 : 1 3 9 8 - 1 4 0 2 .  
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K o h n e ,  D .  E .  a n d  R .  B r i t t e n .  1 9 7 5 .  H y d r o x y a p a t i t e  t e c h n i q u e s  - f o r  
n u c l e i c  a c i d  r e a s s o c i a t i o n .  N u c l e i c  A c i d s  R e s .  2 : 5 0 0 - 5 1 2 .  
K r o l e w s k i ,  J o h n  J . ,  A r t h u r  H .  B e r t e l s e n ,  i i .  Z a f r i  H u m a y u n ,  a n d  M a r k  G .  
R u s h .  1 9 8 2 .  M e m b e r s  o - f  t h e  â l u  f a m i l y  o f  i n t e r s p e r s e d ,  r e p e t i t i v e  
D M A  s e q u e n c e s  a r e  i n  t h e  s m a l l  c i r c u l a r  D N A  p o p u l a t i o n  o f  m o n k e y  
c e l l s  g r o w n  i n  c u l t u r e .  J .  M o l .  B i o l .  1 5 4 : 3 9 9 - 4 1 5 .  
L e w i n ,  B e n j a m i n .  1 9 7 7 .  G e n e  e x p r e s s i o n  3 ,  p l a s m i d s  a n d  p h a g e s .  J o h n  
W i l e y  &  S o n s ,  N e w  Y o r k .  9 2 5 p p .  
L e w i n ,  B e n j a m i n .  1 9 8 0 .  G e n e  e x p r e s s i o n  2 .  S e c o n d  e d i t i o n .  E u k a r y o t i c  
c h r o m o s o m e s .  J o h n  W i l e y  &  S o n s ,  N e w  Y o r k .  1 1 6 0 p p .  
L e w i n ,  R o g e r .  1 9 8 2 .  S u r p r i s i n g  d i s c o v e r y  w i t h  a  s m a l l  R N A .  S c i e n c e  
2 1 8 : 7 7 7 - 7 7 8 .  
M a n d e l ,  M .  a n d  A .  H i g a .  1 9 7 0 .  C a l c i u m - d e p e n d e n t  b a c t e r i o p h a g e  D N A  
i n f e c t i o n .  J .  M o l .  B i o l .  1 5 3 : 1 5 9 - 1 6 2 .  
M a n i a t  i s ,  T . ,  E .  F .  F r i t s c h ,  a n d  J .  S a m b r o o k .  1 9 8 2 .  ,  M o l e c u l a r  c l o n i n g /  a  
l a b o r a t o r y  m a n u a l .  C o l d  S p r i n g  H a r b o r ,  N e w  Y o r k  5 4 5 p p .  
M a n n i n g ,  J e r r y  E . ,  C a r l  W .  S c h m i d ,  a n d  N o r m a n  D a v i d s o n .  1 9 7 5 .  
I n t e r s p e r s i o n  o f  r e p e t i t i v e  a n d  n o n r e p e t i t i v e  D N A  s e q u e n c e s  i n  t h e  
D r o s o p h i l a  m e l a n o g a s t e r  g e n o m e .  C e l l  4 : 1 4 1 - 1 5 5 .  
M a r m u r ,  J .  a n d  P .  D o t y .  1 9 6 2 .  D e t e r m i n a t i o n  o f  t h e  b a s e  c o m p o s i t i o n  o f  
d e o x y r i b o n u c l e i c  a c i d  f r o m  i t s  t h e r m a l  d e n a t u r a t i o n  t e m p e r a t u r e .  J .  
M o l .  B i o l .  5 : 1 0 9 - 1 1 8 .  
M a r x ,  K e n n e t h  A .  1 9 8 0 .  N o n - s a t e l l i t e  r e p e t i t i v e  h u m a n  D N A  f a m i l i e s  
s e q u e n c e  p r o p e r t i e s  a n d  e v i d e n c e  f o r  o c c u r r a n c e  i n  c h i m p a n z e e  D N A .  
B i o c h i m .  B i o p h y s .  A c t a  6 0 8 : 2 3 2 - 2 4 2 .  
M a x a m ,  A .  M . ,  W .  G i l b e r t .  1 9 7 7 .  A  n e w  m e t h o d  f o r  s e q u e n c i n g  D N A .  P r o c  .  
N a t l .  A c a d .  S c i .  ( U S A )  7 4 : 5 6 0 .  
M a y f i e l d ,  J o h n  E .  a n d  J o h n  R .  E l l i s o n .  1 9 7 6 .  T h e  f l u o r e s c e n c e  
l o c a l i z a t i o n  o f  m o u s e  s a t e l l i t e  D N A  i n  i n t e r p h a s e  n u c l e i .  C h r o m o s o m a  
( B e r l . )  5 4 : 2 7 - 3 1 .  
M a y f i e l d ,  J o h n  E . ,  J u l i e  F .  M c K e n n a ,  a n d  B r u c e  S .  L e s s a .  1 9 8 0 .  T h e  
s e q u e n c e  o r g a n i z a t i o n  o f  b o v i n e  D N A .  C h r o m o s o m a  ( B e r l . )  7 6 : 2 7 7 - 2 9 4 .  
M c C u t c h a n ,  T h o m a s  F .  a n d  M a x i n e  F .  S i n g e r .  1 9 8 1 .  D N A  s e q u e n c e s  s i m i l a r  
t o  t h o s e  a r o u n d  t h e  s i m i a n  v i r u s  4 0  o r i g i n  o f  r e p l i c a t i o n  a r e  p r e s e n t  
i n  t h e  m o n k e y  g e n o m e .  P r o c .  N a t l .  A c a d .  S c i .  ( U S A )  7 8 : 9 5 - 9 9 .  
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M e s e l s o n ,  M a t t h e w ,  F r a n k l i n  W .  S t a h l ,  a n d  J e r o m e  V i n o g r a d .  1 9 5 7 .  
E q u i l i b r i u m  s e d i m e n t a t i o n  o f  m a c r o m o l e c u l e s  i n  d e n s i t y  g r a d i e n t s .  
P r o c .  N a t l .  A c a d .  S c i .  ( U S A )  4 3 : 5 8 1 - 5 8 8 .  
M e s s i n g ,  J o a c h i m ,  R o b e r t o  C r é a ,  a n d  P e t e r  S e e b u r g .  1 9 8 1 .  A  s y s t e m  f o r  
s h o t g u n  D N A  s e q u e n c i n g .  N u c l e i c  A c i d s  R e s .  9 : 3 0 9 - 3 2 1  
O r g e l ,  L .  E .  a n d  F .  H .  C .  C r i c k .  1 9 8 0 .  S e l f i s h  D N A :  t h e  u l t i m a t e  
p a r a s i t e .  N a t u r e  2 8 4 : 6 0 4 - 6 0 7 .  
P a r d u e ,  M a r y  L o u  a n d  J o s e p h  G .  G a l l .  1 9 7 0 .  C h r o m o s o m a l  l o c a l i z a t i o n  o f  
m o u s e  s a t e l l i t e  D N A .  S c i e n c e  1 6 8 : 1 3 5 6 - 1 3 5 8 .  
P e r I m a n ,  S . ,  C .  P h i l l i p s ,  a n d  J .  0 .  B i s h o p .  1 9 7 6 .  A  s t u d y  o f  f o l d b a c k  
D N A .  C e l l  8 : 3 3 - 4 2 .  
R e d d y ,  R a m a c h a n d r a ,  D a l e  H e n n i n g ,  a n d  H a r r i s  B u s c h .  1 9 8 1 a .  T h e  p r i m a r y  
n u c l e o t i d e  s e q u e n c e  o f  1 ) 4  R N A .  J .  B i o l .  C h e m .  2 5 6 : 3 5 3 2 - 3 5 3 8 .  
R e d d y ,  R a m a c h a n d r a ,  D a l e  H e n n i n g ,  P a u l  E p s t e i n ,  a n d  H a r r i s  B u s c h .  1 9 8 1 b .  
P r i m a r y  a n d  s e c o n d a r y  s t r u c t u r e  o f  U 2  s n R N A .  N u c l e i c  A c i d s  R e s .  
9 : 5 6 4 5 - 5 6 5 8 .  
R i g b y ,  P e t e r  W . ,  M a r i a n n e  D i e c k m a n n ,  C a r l  R h o d e s ,  a n d  P a u l  B e r g .  1 9 7 7 .  
L a b e l l i n g  d e o x y r i b o n u c l e i c  a c i d  t o  h i g h  s p e c i f i c  a c t i v i t y  i n  u i i c o  b y  
n i c k  t r a n s l a t i o n  w i t h  D N A  p o l y m e r a s e  I .  J .  M o l .  B i o l .  1 1 3  : 2 3 7 - 2 5 1  .  
R i n e h a r t ,  F r a n k  P . ,  V i n c e n t  L .  W i l s o n ,  a n d  C a r l  W .  S c h m i d .  1 9 7 7 .  
F r a c t i o n a t i o n  a n d  t h e  s e q u e n c e  o r g a n i z a t i o n  o f  h u m a n  D N A  b y  
p r e p a r a t i v e  H qC1„ /C s^S0 .  d e n s i t y  g r a d i e n t s .  B i o c h i m .  B i o p h y s .  A c t a  
4 7 4 : 6 9 - 8 1 .  "  
R u b i n ,  C a r o l  M . ,  C a t h e r i n e  M .  H o u c k ,  P r e s c o t t  L .  D e i n i n g e r ,  T h e o d o r e  
F r i e d m a n n ,  a n d  C a r l  W .  S c h m i d ,  1 9 8 0 .  P a r t i a l  n u c l e o t i d e  s e q u e n c e  o f  
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